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ABSTRAKT

Cielom tejto diplomovej prace je Stadium optickych vlastnosti novych z-konjugovanych
molekul na béaze latky 1,4-di(4'-N,N-difenylaminostyryl) benzénu aich potencionélnej
aplikacie ako prostriedkov pre pokro¢ilé zobrazovacie techniky biologickych preparatov, tzv.
multifotdnovou mikroskopiou. Praca sa zameriava predovsetkym na charakterizaciu ich
optickych vlastnosti a stanovenie ich dvojfotonového absorpéného prierezu pomocou unikatne;j
laserovej aparat(ry. Dalej je tiez rozvinutd vhodna metodika pripravy nanodastic z tychto
molekul, ich charakterizacia a stabilita. V praci je tiez skimany vplyv Struktiry na optické
vlastnosti tychto derivatov. Bola preukazana spojitost’ medzi dizkou konjugovaného systému
a pritomnost’'ou substituentov na hlavnom ret’azci a optickymi vlastnostami molekul v prostredi
rozpustadla, polohu a tvar dvojfotonového absorpéného spektra a hodnotu dvojfoténového
absorpéného prierezu. V praci bolo preukazané, ze tato latka si zachovava svoje unikatne
fluorescenéné vlastnosti aj vo forme nanocastic a javi sa teda ako vhodny kandidat pre
pozorovanie biologickych preparatov pomocou multifotonovej fluorescenénej mikroskopie.
Préca tak prispieva k vytvoreniu vedomostnej zakladne pre navrh chemickej $truktary molekul
s optimalizovanymi vlastnost’ami.

ABSTRACT

The aim of this diploma thesis is to study the optical properties of new n-conjugated molecules
based on 1,4-di(4'-N, N-diphenylaminostyryl)benzene and their potential application
in advanced imaging techniques of biological specimens, the so-called multiphoton
microscopy. The thesis focuses mainly on the characterization of their optical properties and
the determination of their two-photon absorption cross-section using a unique laser equipment.
Furthermore, a suitable methodology for the preparation of nanoparticles from these molecules,
their characterization and stability are also developed. The thesis also investigates the influence
of structure on the optical properties of these molecules. The relation between the length of the
conjugated system and the presence of substituents on the backbone has been shown for the
optical properties of the molecules in the solvent, the position and shape of the two-photon
absorption spectrum and the value of two-photon absorption cross-section. It has been shown
that this substance retains its unique fluorescent properties even in the form of nanoparticles
and therefore appears to be a suitable candidate for the observation of biological specimens
using multiphoton fluorescence microscopy. The work contributes to the knowledge base for
the design of the chemical structure of molecules with desired properties.
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vlastnosti, dvojfotonova absorpcia, dvojfotonovy absorpény prierez
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1 UvVOD

Zameranim tejto diplomovej prace je predovSetkym téma fluorescenénych organickych
nanocCastic aich vyuzitic v oblasti multifotdnovej mikroskopie. Fluorescenéné nanocastice
pripravené z rbznych organickych molekdl aich potenciondlne vyuzitie ako zobrazovacie
prostriedky v biozobrazovani v poslednej dobe vzbudili nemalti pozornost. Vyznacuju sa
svojou jednoduchostou, dostupnostou a réznymi optickymi vlastnostami porovnate'nymi
s vlastnost’ami konjugovanych polymérnych bodiek [1], ktoré umoznuju ich vyuzitie v rdznych
oblastiach biomediciny a mikroskopii zivych systémov. Medzi takéto mikroskopické techniky
patri aj multifoténova fluorescen¢na mikroskopia [2]. Vo vyvoji fluorescenénych nanocastic sa
neustale uskuto¢nuju rozne pokroky, ale aj napriek tomu je tato téma stale pomerne malo
preskimana [3, 4].

Je zndmych mnoho réznych druhov organickych a anorganickych latok, ktoré moézu byt
vyuzité ako fluorescen¢né sondy pri multifotbnovom snimani a zobrazovani zivych systémov
invitro ainvivo. Pre aplikdciu v tejto oblasti st najvhodnejSie predovsetkym organické
molekuly so systémom konjugovanych dvojitych véazieb. Takéto systémy s charakteristické
svojou schopnost'ou emitovat’ ziarenie ako nasledok multifotonovej excitacie. Efektivita tohto
procesu je umerna velkoti ich dvojfotonového absorpéného prierezu. Stratégia navrhu molekul
s vel'kymi dvojfotonovymi absorpénymi prierezmi (dtpa) bola navrhnutd na zaklade modelu
charakterizujuceho symetricky prenos naboja po excitécii z koncov konjugovaného systému
tvoreného donornymi alebo akceptornymi skupinami do stredu molekuly alebo naopak
prostrednictvom z mostiku. Dipolarne, kvadrupolarne a oktupolarne molekuly so Struktirou
odpovedajucou motivu donor-z-donor, donor-akceptor-donor alebo akceptor-donor-akceptor
vykazuju vynimocne vysoké hodnoty Jtpa. Kombinacia velkého oJtpa a taktiez vysokého
kvantového vytazku fluorescencie zabezpecuje intenzivny jas pri dvojfoténovej fluorescencne;j
mikroskopii [2].

Nevyhodou vécsiny takychto molekul je ich nizka rozpustnost’ vo vodnom prostredi, ¢o
znaéne komplikuje ich vyuzitie v zobrazovani zivych systémov. Z tohto hl'adiska je dolezity
vyskum fluorescenénych sond rozpustnych vo vodnom prostredi, ktoré je pre pozorované zivé
organizmy tolerovatelné. To méze byt umoznené ich vyuzitim vo forme vodnej suspenzie
nanocastic. Vyuzitie organickych molekul ako stavebnych jednotiek nanocastic so sebou nesie
mnozstvo vyhod. Vyznacuji sa predovSetkym svojou biokompatibilitou a mozZnostou
modifikacie [2, 5]. R6znymi syntetickymi cestami je mozné z jedinej vychodiskovej latky
pripravit’ §iroké spektrum derivatov s rozliénymi vlastnostami. Okrem toho, pri ich priprave
nie su potrebné ziadne stabilizujuce povrchovo aktivne latky, ¢o zamedzuje neziaducim
kontaktom neaktivnej zlozky nanocastic so Zivymi organizmami.

Mnohé fluorescenéné sondy vsak vykazuju v agregovanom stave vo forme nanocatic nizku
intenzitu fluorescencie. To je zapri¢inené najmi tzv. agregaciou indukovanym zhdSanim
fluorescencie, ktoré je spésobené vzajomnymi z—z interakciami medzi molekulami. Preto je
dolezité skiimat’ spdsoby ako fluorescenciu v agregovanom stave podporit’. Jednou z mnohych
moznosti je vyuzitie tzv. agregaciou indukovanej fluorescencie, kedy su medzimolekuldrne
interakcie vyuzité na zintenzivnenie fluorescencie. Dalsou moznostou je modifikacia ich
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Struktary pridavkom rbznych substituentov, ktoré sféricky brania z—z interakciami medzi
susednymi fluoroformi a tak zvysuju intenzitu fluorescencie [6].

Tato praca bude preto zamerana na skimanie novych derivatov latky 1,4-di(4'-N,N-
difenylaminostyryl) benzénu, o ktorej je zname, ze ma pomerne vysoku hodnotu dtpa. Dbraz
bude kladeny predovsetkym na ich charakterizaciu vo forme roztokov, na ich fluorescen¢né
vlastnosti a najmé nelinearne optické vlastnosti. Bude pozorovany vplyv modifikacie ich
Struktary predlZzovanim 7 mostiku a substitaciou hlavného retazca na ich emisné, excitacné
a absorp¢né spektra a kvantovy vytazok fluorescencie. Pre Studované derivaty bude nasledne
stanovend hodnota dvojfoténového absorpéného prierezu pomocou Specializovanej laserove;j
aparat(ry. Dalej budu skimané roztoky nanodastic pripravené z tychto derivatov. Experimenty
budi zamerané predovsetkym na ich stabilitu a fluorescencné vlastnosti vo forme vodnej
suspenzie. Kombindcia tychto vlastnosti by mala poukazat' na ich potencionalne vyuzitie
v oblasti biozobrazovania a multifoténovej mikroskopie.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fluorescen¢né organické nanocastice

Nanocastice su pevné koloidné Castice v rozmedzi vel'kosti od 10 do 1000 nm. Fluorescencné
organické nanocastice pozostavaju zorganickych molekul, ktoré s0 charakteristické
pritomsnot'ou systému konjugovanych dvojitych vézieb. Pritomnost’ tohto systému ma za
nasledok pomerne jednoduchii moznost’ modifikacie ich optickych a elektrickych vlastnosti.
Organické nanocastice maju v porovnani s anorganickymi nanoc¢asticami navrch prave preto,
Ze su pripravené z organickych molekul, ¢o umoziuje ich ovela vacsiu variablitu a flexibilitu
pri syntéze materialov a pri priprave nanocastic [2-5].

V porovnani s anorganickymi fluorescenénymi nanocasticami, najméa kvantovymi bodkami,
sa znizuje riziko spojené s uvolnovanim t'azkych kovov [7], ¢o umoziuje vnimanie takychto
nanocastic ako alternativy kvantovych bodiek. Vo vnutri organickych nanocastic je mozné
zapuzdrit’ vel'’ké mnozstvo fluorescenénych molekul, a aj napriek tomu vykazuju preto v tejto
podobe zvysent fotostabilitu. To plati ¢i uz sa jedna o organické nanocastice s molekulami
fluorescenéného farbiva enkapsulovaného vo vnutri [8] alebo o Castice uz pozostavajiice
z fluorescen¢nych molekul [9].

Dolezitym krokom, Vratane samotnej pripravy organickych nanocastic, je ich
charakterizacia a pozorovanie ich vlastnosti. To je mozné najmd vdaka technikam
zaoberajucich sa linedrnymi a nelinearnymi optickymi vlastnostami, ako napriklad
fluorescen¢na spektroskopia, ¢asovo rozliSend spektroskopia a multifotonova mikroskopia
[2,3]. Kedze sa jedna o nanocastice, dolezitou technikou zameranou primarne na
charakterizaciu suspenzii nanocastic je metdda dynamického rozptylu svetla. Tato metdéda nam
okrem iného poskytuje informacie o vel’kosti ¢astic nachadzajtcich sa v systéme [10]. Mnoho
vlastnosti nano€astic ma priamy suvis s ich vel'kostou. Vel'kost pomeru povrchu nanocastice
k jej objemu zohrava kI'i¢ovii rol'u najma v oblasti ich vyuzitia ako nanosenzorov zalozenych
na povrchovych reakciach. Preto je vel'mi ddlezité vediet’ presne charakterizovat’ velkostnt
distribuciu ¢astic v suspemnzii [11].

Fluorescencné organické molekuly maju potencionalne vyuzitie najméa v oblasti elektroniky,
fotoniky a polovodicovych suciastok. VO forme nanocastic by Castice mohli najst’ uplatnenie
ako fotokatalyzatory a fluorescen¢né senzory pre analyzu biologickych vzoriek molekul a
znecist'ujucich latok. V oblasti farmaceutickych vied a biologie zase ako nosicové systémy pre
prenos a cielend distribticiu farbiv na znacenie buniek [3, 6, 12]. Z hl'adiska zamerania tejto
prace je vsak najdolezitejSie prave ich potencionalne vyuzitie v multifotonovej mikroskopii a
biozobrazovani.

2.1.1 Priprava organickych nanocastic

Jednym z moznych pristupov k syntéze takychto nanocastic, je metdéda samousporiadavania,
ktora je zaroven najpopularnejSou a pomerne jednoduchou metodu. Jedné sa o priamy proces,
ktory moze byt’ aplikovany na $iroké spektrum réznych materialov, ako aj napriklad kovovych
nanocastic [13].



Samousporiadavanie oznacuje proces, pri ktorom sa nanocastice alebo iné oddelené Castice
zanll spontanne organizovat’ a vytvarat’ vacsi systém. K organizacii dochadza v désledku
pritomnosti réznych Specifickych interakcii a to priamo alebo nepriamo, prejav interakcii je
sprostredkovany okolitym prostredim. Zakladné stavebné jednotky sa organizuju do
usporiadanych, makroskopickych S$truktGr. Samousporiadavanie je zvyCajne spajané
s termodynamickou rovnovéhou systému, pricom vzniknuté organizované Struktury su
charakteristické minimalnou hodnotou vol'nej energie [15].

Samousporiadavanie preto mozeme rozdelit’ do dvoch skupin a to na statické a dynamicke.
Statické samousporiadavanie zvycajne oznacuje systém, pre ktory plati, Ze sa nachadza
v rovnovahe a d’alej nepredava energiu svojmu okoliu. Medzi takéto systémy patria napriklad
molekularne krystaly, ktoré si vytvorené procesom statického samousporiadavania, alebo
proteiny, ktoré tvoria Vv roztoku stabilné Struktiry. Pri tomto procese mdze vytvorenie
usporiadanej Struktury vyzadovat’ dodanie energie z vonkajSicho prostredia. Tato energia je
dodavana najcastejSie vo forme mieSania. Vytvorena usporiadana Strukttra je stabilnd [14].
Priklady statického samousporiadavania pozorované v prirode sa nachadzaju na obrazku 1.

Obrézok 1: Priklad statického samousporiadavania systémov. Na obréazku A je priklad krystalickej
Struktury ribozOmu, obrdzok B zndzoriuje samousporiadane nanovidkien amfifilného peptidu, na
obrazku C sa nachadza systém polymérnej vrstvy vo vel'kosti niekolkych milimetrov vzniknuty vplyvom
kapilarnych interakcii na rozhrani vody a perfluordekalinu a na obrazku D tenky film nematického
tekutého krystdlu na izotropnom substrate [15].

Dynamické samousporiadavanie je charakteristické tym, Ze na vytvorenie stabilnej Struktlry
je potrebné aby sa energia mohla §irit’ systémom. Pri tomto procese sa Struktira uz existujicich
zloziek organizuje pod vplyvom Specifickych lokdlnych interakcii. Typickym prikladom
takéhoto systému su takzvané oscilacné reakcie. Pri tychto reakciach dochadza v systéme
Kk priamym aj spatnym reakciam sprostredkovanych vzajomnou difuziou zloziek systému [15].
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V technologickych aplikaciach je potrebné aby takyto proces bol dobre kontrolovatelny.
Vysoka urovenn kontroly nad takymto procesom je nevyhnutnd pre ucinny scale-up.
Termodynamické sily, ktoré ovladaju takyto proces musia byt preto ovplyvnitelné vyuzitim
jednoduchych principov chémie, nejakej formy Sablony alebo vplyvu externej sily vo forme
pola [16]. Z chemického hladiska to znamena vyuzitie faktorov riadiacich interakcie medzi
molekulami nachadzajucimi sa na koloidnych rozhraniach. Medzi takéto faktory patri teplota,
pH [17], elektromagnetické Ziarenie, polarita rozpustadla alebo redoxna aktivita [18]. Takéto
samousporiadavanie sa tak oznaCuje ako riadené samousporiadavanie za pomoci
molekularnych interakcii. Zakladom procesu vSak stale ostiva vyber atvorba vhodnych
stavebnych jednotiek za uc¢elom samousporiadania, ulah¢eny ovplyviiovanim vhodnych
termodynamickych sil bez pouzitia pokrocilych a zloZitych technik [15]. Priklady dynamického
samousporiadavania pozorované v prirode sa nachadzaju na obrazku 2.

Obrazok 2: Priklad dynamického samousporiadavania. Na obrazku A je priklad mikrofotografie bunky
S fluorescencne znacenym cytoskeletonom a jadrom, mikrotubuly s priemerom asi 24 nm su sfarbené
do Cervena, obrazok B zndzornuje oscilacnii chemickii reakciu Belousov—Zhabotinského v Petriho
miske, na obrazku C sa nachadza agregat troch milimetrovych rotujucich magnetickych diskov, ktoré
navzajom interaguju prostrednictvom virovych interakcii a na obrazku D huf ryb v mori [15].

Na pripravu organickych nanocCastic sa v S§irokej miere vyuziva prave metdda
samousporiadavania oznacovana v tomto pripade ako nanoprecipitatna metoda alebo tiez
metoda vytesiiovania rozpustadla [19], ktora bola po prvykrat vyvinuté a patentovana v roku
1989 [20]. Tato metoda predstavuje mnozstvo vyhod v tom, Ze sa jedna o techniku priamu,
rychlu a l'ahko vykonateI'ni. Tvorba nanocastic je okamzitd a cely postup sa uskutoc¢niuje iba
V jednom kroku. Na pripravu su potrebné dve rozpustadla, ktoré su vzidjomne mieSatelné.
NajcastejSie je vychodiskovym roztokom roztok hydrofobnej zliéeniny rozpustenej v malo
poldrnom rozpustadle. Zaroven tato latka nie je rozpustna v druhom rozpustadle.
Nanoprecipitacia nastdva rychlou desolvataciou molekul zliceniny, v momente ked sa
vychodiskovy roztok prida k rozptstadlu, v ktorom nie je zlG¢enina rozpustna. Akonahle
vychodiskové rozpustadlo obsahujuce zluceninu difunduje do nadbytku druhého rozpustadla,
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zlucenina sa vyzraza. Rychla tvorba nanocastic je riadena takzvanym Marangoniho efektom,
ktory je spdsobeny medzifazovymi javmi, ktoré prebiehaji na rozhrani dvoch rozpustadiel. Tie
su vysledkom réznych procesov, ako su zmeny prietoku, difuzie a povrchoveho napatia.
Nanoprecipitacia ¢asto umoziiuje produkciu malych nanocastic v rozmedzi 100-300 nm
s Uzkou distribuciou [21] a s r6znymi optickymi vlastnost’ami [3, 6, 16]. Pri tvorbe nanocastic
nie su povrchovo aktivne latky vzdy potrebné a neprijatelné toxické organické rozptstadla su
z tohto postupu vsSeobecne vylacené. Poévodnd metdda nanoprecipitacie vSak ma urcité
nevyhody. Tato technika nie je véacSinou vhodna pre zluceniny, ktoré maju hydrofilnu
povahu [20]. Avsak prave vodné prostredie, v ktorom nedochddza Kk rozptstaniu
vychodiskovej zliceniny, zohrava doleziti tlohu zhladiska aplikacie nanocastic
v biozobrazovani [22].

2.1.2 Biozobrazovanie

Zobrazovanie biologickych systémov in vivo a in vitro je uz po zna¢nu dobu uskuto¢nované
pomocou mikroskopickych technik zalozenych na interakcii Ziarenia a hmoty. V tychto
technikach je ako ziarenie vyuzivané prave svetlo [23]. Svetelné Ziarenie sa vyznacuje tym, Ze
je neinvazivne, schopné vytvorit’ kontrast zmenou intenzity, vinovej dizky, polarizacie [24],
interferencie [25] alebo vyuzit’ nelinearne optické vlastnosti materialov [26].

Vysoky rozptyl svetla, autofluorescencia a absorpcia uréitych bielkovin pritomnych
Vv biologickych systémoch je niekol’ko problémov, ktoré komplikuji zobrazovanie vo
viditel'nom spektre. Preto sa pre dosiahnutie réznych vysledkov vyuzivaji zdroje ziarenia
s roznou vlnovou dizkou v zavislosti na pozadovanej hibke prieniku Ziarenia cez biologicky
material. Ziarenie s nizkou vinovou dizkou, ako je UV Ziarenie, je silno pohlcované uz vo
vrchnych tkanivovych vrstvach preparatu. Hibka prieniku tkanivom v takomto pripade sa
pohybuje niekde v rozmedzi par mikrometrov az jedného milimetra. Léatka, ktora je typicka
tym, Ze absorbuje zna¢né mnozstvo ziarenia vo viditeI'nej Casti spektra je hemoglobin. Voda
a lipidy st naopak charakteristické vysokou absorpciou v infracervenej oblasti [27]. Tieto latky
vSak vykazuji pomerne nizku absorpciu Ziarenia v oblasti blizkeho infracerveného Ziarenia.
Preto Ziarenie s vy$$ou vlnovou dizkou, akym je blizke infratervené Ziarenie, vynika vyssou
hibkou prieniku v désledku minimalnej absorpcie vrchnych tkanivovych vrstiev preparatu [2].

Fluorescencné sondy pozostavajuce z organickych molekul su pomerne bezne vyuzivané pre
potreby zobrazovania. Mnohé z takychto bezne vyuzivanych sond maju svoje nevyhody:

1. Castokrét st nachylné na rychly fotobleaching (vybielovanie), takZe nie s schopné
udrzat’ si svoje fluorescencné vlastnosti po dlhSiu dobu ozarovania.

2. Organické fluorofory maju typicky Siroké emisné spektra siahajiice cez niekolko
stoviek nanometrov. Preto nie sU idealne pre zobrazovanie za pouzitia viacerych
rozdielnych fluoroforov subezne. Emisné spektrda sa navzajom prekryvaju, €o
znemoziuje od seba spolahlivo rozliSit' jednotlivé fluorofory. Mnohé moézu byt
efektivne excitované iba Ziarenim s uréitou vinovou dizkou, ¢o znemoziuje vyuzitie
jedného excitacného Ziarenia pre viac rozdielnych fluoroforov.
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Emisné a excitatné spektra moézu byt ovplyvnené prostredim, v ktorom sa fluorofor
nachddza. Na tvar apovahu spektra ma vplyv najmad pH, polarita ardzne
medzimolekularne interakcie.

Ziarenie ziskané z fluorescenénej sondy sa moze prekryvat s autofluorescenciou
z okolitého tkaniva. Autofluorescencia je Casto spdsobena pritomnostou malého
mnozstva prirodzene sa vyskytujacich fluoroforov v zivych organizmoch. Medzi
takéto fluorofory patri napriklad nikotinamidadenindinukleotid (NAD(H)), flaviny,
kolagén a elastin [28].

Zobrazovanie biologickych systémov je mozné aj za pouZzitia nanocastic ako

fluorescenénych sond. Nanocastice sa vyznacuju jednoduchostou svojej pripravy, réznou

vel’kostou a moznostou byt’ zostavené s inkorporovanymi biologickymi ligandami slaziacimi
na rozpoznéavanie. Délezitym vlastnostami, ktoré by mali spifiat’ fluorescenéné sondy na baze

nanocastic, st najma:

1.

No ak~wd

Stabilita in vivo a in vitro

Odolnost’ voci fotobleachingu [29]

Vysoky kvantovy vytazok fluorescencie

Odolnost’ vo¢i odburavaniu vo vnutri Zivych systémov

Netoxickost’

Charakteristické emisné spektrum s maximom s vhodnou vlnovou dizkou
Schopnost’ tvorit’ stabilnd suspenziu vo fyziologickom prostredi [30]

Nanocastice vo vodnej suspenzii uz boli testované ako kontrastné latky invivo
3D dvojfotonového fluorescenéného zobrazovania biologického preparatu. Sledovanym
objektom bola Xenopus laevis v stadiu zubrienky. Suspenzia bola do krvného obehu vpravena
injek¢éne. Tento experiment mal predovSetkym za ulohu zistit’ ako sa pripravenad suspenzia
sprava v krvnom obehu zivého organizmu. Snimky boli zhotovené dvojfotonovym
fluorescenénym mikroskopom (vid’ obrazok 3). Tymto experimentom bolo potvrdené, ze
luminiscenéné nanocastice pripravené z vhodnych molekl sa naozaj daji pouzit ako
prostriedky na 3D zobrazovanie biologickych preparatov [3].
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100 pmy

Obréazok 3: Snimky tkaniva Zubrienky zostrojené dvojfotonovou fluorescencnou mikroskopiou po
vstrieknuti suspenzie fluorescencnych nanocastic do krvného obehu. Snimky boli zhotovené po 20 a 90
miniitach od vstreknutia. Cervend farba patri svalovému tkanivu, zatial ¢o zelend farba signalizuje
pritomnost fluorescencnej sondy v podobe vstreknutej suspenzie nanocastic [3].

2.2 Luminiscencia

Luminiscencia je proces pri ktorom dochadza kuvolfiovaniu fotonov ultrafialového,
viditeI'ného a infraCerveného spektra z molekul v excitovanom stave. Slovo luminiscencia
pochéadza z latin¢iny (lumen = svetlo) a po prvykrat bol tento termin pouzity fyzikom a vedcom
Eilhardtom Wiedemannom v roku 1888, v snahe opisat’ vSetky svetelné fenomény, ktoré nie su
priamo spojené so zvySovanim teploty [31]. Fotoluminiscencia je teda proces, pri ktorom
dochadza k emitovaniu ziarenia hmotou. V tomto pripade predchddza procesu
fotoluminiscencie excitacia molekul prostrednictvom absorpcie elektromagnetického ziarenia
o vhodnej vlnovej dizke. Casti molekuly zodpovedné za luminiscenciu sa nazyvaji fluorofory.
Tieto Casti molekul st naymé charakteristické svojim systémom konjugovanych dvojitych
vézieb, mézu to byt aromatické zluceniny, heterocyklické zluceniny alebo organkovové
zlG¢eniny [22, 33].

Molekuly sa zvycCajne nachadzaju v zakladnom stave, ¢iZe V energeticky najnizSom stave,
s elektronom lokalizovanym na z&kladnej singletovej hladine. Prechod elektrénov
Vv polyatomovych molekulach spociva v prestupe elektronu z orbitadlu molekuly v zdkladnom
stave na vol'ny neobsadeny orbital pomocou absorpcie fotonu. Molekulovy orbital ¢ méze byt
tvoreny bud’ z dvoch s orbitalov dvoch atbmov, z jedného s orbitalu a jedného p orbitalu alebo
tiez z dvoch p orbitalov, ktorych osa véazby je kolma na spojnicu stredov jadier. V pripade dvoch
s orbitalov sa takto vzniknutd vazba nazyva o vézba. = molekulovy orbitél teda tvoria dva p
orbitdly molekul, ktoré sa navzajom prekryvaju. Vzniknuta vézba sa nazyva r véazba [32].
Napriklad v molekule etylénu st atdbmy uhlika navzajom spojené jednou o véazbou a jednou =
vdzbou. Absorpcia vhodného mnozstva energie vo forme fotonu moze viest’ k tomu, Ze jeden
z elektronov = vizby prejde na protiviazbovy orbital oznaeny z*. Takyto prechod sa potom
oznacuje ako prechod 7 — z*. Prechod elektronu z o vézby si vyzaduje absorpciu ovela vacsej
energie z oblasti UV Zziarenia [34].
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Molekuly moézu tiez obsahovat nesparované volné elektrony. V pripade molekuly
formaldehydu je zdrojom takychto elektrénov heteroatdm kyslik. Takéto molekulové orbitaly
st ozna¢ované ako n orbitaly. Prechod nevazbového elektoronu do protivazobného orbitalu je
mozny a tento jav je oznaCovany ako prechod n — z*. Energia potrebna na uskutocnenie tychto
elektoronovych prechodov v molekule zvy¢ajne rastie v tomto poradi [32, 34]:

N—->r* <r—or*<n—oo*<o—orn*<oc—o*

Obrazok 4 znazoriuje energetické hladiny a moznosti prechodu elektronov medzi tymito
hladinami na priklade formaldehydu [34]. Zaujimavym prechodom je prechod n — z*, kedy
po excitécii sa presunie elektron z oblasti v okoli atdmu kysliku do priestoru medzi kyslikom
a uhlikom. Preto je tento prechod spojeny s prenosom naboja v ramci molekuly. To sa prejavi
na zvySeni dipolového momentu molekuly v porovnani s molekulou v zdkladom stave [35].
U spektroskopickych metéd hraji doleziti ulohu dva typy orbitalov. Najvyssi obsadeny
molekulovy orbitdl (HOMO) anajniz§i neobsadeny molekulovy orbitdl (LUMO)
charakterizuju energeticky stav molekuly v zakladnom stave. V pripade formaldehydu je
HOMO n orbital a LUMO z* orbital [36].

A

ET o — 4
T* —— LUMO — :
oo e
d K v K K
I e e
Zakladny stav n—z* r—r*¥ n—o* ¢—o*

Obréazok 4: Molekularne orbitaly pritomné v molekule formaldehydu a mozné prechody elektrénov
[34]

Po absorpcii ziarenia dochadza k presunu elektronu zo zakladného stavu (So) do energeticky
vysSieho stavu, pricom absorbovana energia musi byt rovna rozdielu zékladného a nového
excitovaného stavu. Prvym z nich je singletovy stav (S1), v ktorom su spiny oboch elektrénov
antiparalelné. Druhym typom je tripletovy stav (T1). V tomto pripade su spiny oboch elektrénov
paralelné [9, 10]. Ked jeden z elektrénov zo zakladneho stavu prejde do orbitalu s vysSou
energiou jeho spin ostdva nezmeneny a tiez preto nedochadza k zmene celkového kvantového
Cisla spinu S, ktory je rovny nule. Multiplicita, ktora charakterizuje zmenu kvantového stavu
molekuly spdsobenou nenulovou hodnotou celkoveho spinu elektronov, je v pripade
zakladného a excitovaného stavu rovnaka a podl'a rovnice (1) rovna jednej. Preto obidva tieto
stavy sa oznacuju pojmom singletovy stav. Zakladny stav je oznaCovany ako So a excitované
stavy ako S, S atd [34].

M=2S+1 1)
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Takyto prechod elektronu je oznaCovany ako singlet-singlet prechod. Moéze dojst
k prechodu molekuly zo singletového stavu do stavu, v ktorom déjde k zmene spinu elektronu.
V takomto stave dbjde k tomu, ze celkové kvantové ¢islo nadobudne hodnoty 1 a multiplicita
bude tak rovna 3. Takyto stav sa preto oznacuje ako tripletovy stav a podl'a Hundovho pravidla
ma takyto stav niz$iu energiu ako singletovy excitovany stav. V molekule akou je formaldehyd
sa védzbove a protivézbové orbitaly nachadzajd medzi dvoma atdmami zapojenych vo vézbe.
V pripade molekul s konjugovanym systémom dvojitych vazieb sa x orbital nachadza pozdiz
celého retazca a tvori tak delokalizovany systém elektronov, ktory je zaroven nezavisly od o
orbitalov a elektrénov zapojenych v ¢ vizbe. Cim je tento systém delokalizovanych elektronov
rozsiahlej$i, tym niz8iu energiu vyzaduje prechod 7 — z* To sa prejavi na pritomnosti
absorpéného pasu vo viésich vinovych dizkach [34, 36].

Pri prechode systému z excitovaného stavu do stavu s nizSou energiou dochadza k emisi
Ziarenia. Tento jav sa nazyva fluorescencia. Objavuje sa Vv jednoduchych, aj v komplexnejsich
systémoch, ¢i uz vo faze plynnej, kvapalnej alebo pevnej. Fluorescencia je sekundarne Ziarenie,
ktoré je charakteristické tym, Ze dochédza k vyziareniu energie vo vel'mi kratkej dobe, radovo
10° s az 10® s. Emitované Ziarenie je vyziarené molekulou, ktora energiu pohltila. Jedna sa
o0 prechod z prvého singletového stavu (Si) do zakladnej hladiny (So). Najcastejsie je mozné
pozorovat’ fluorescenciu u organickych latok, z ktorych st najcastejSie pouzivané zluc¢eniny
obsahujlce aromatické cykly [33, 37].

Fluorescencné spektra maju niekol'’ko zaujimavych vlastnosti. Emisné spektrum je nezavislé
od energie excitaéného Ziarenia, teda jeho vlnovej dizky, za predpokladu, Ze ma excitaéné
ziarenie dostatocnll energiu aby vobec doslo k excitacii. To, Ze emisné spektrum je nezavislé
od exciténej energie je vysledkom rychlej vnatornej konverzie excitovaného stavu z vyssich
energetickych a vibraénych hladin do zakladnej vibra¢nej hladiny prvého excitovaného stavu
S1 anaslednej ziarivej deexcitacie. Pre mnohé bezné fluorofory plati, Ze energeticky rozdiel
medzi jednotlivymi vibra¢nymi hladinami je podobny pre stavy So a Si, ¢o vedie k zrkadlovej
podobnosti fluorescenéného a excita¢ného spektra [38]. Rovnaké elektrénové prechody su teda
vyhodné pre obidva javy. Fluorofory sa najbeznejSie Studuju v roztoku. Podrobna vibra¢na
Struktara sa vSak vplyvom prostredia spravidla vytrati a emisné spektrum sa javi ako Siroké
pasmo.

Energia spojend semisnymi prechodmi je vécSinou nizSia ako stymi absorpénymi.
Emitované fotony majui menej energie a s posunuté k vyssim vinovym dizkam. Tento jav je
vSeobecne znamy ako Stokesov posun a vyskytuje sa pri prakticky vsetkych fluoroforoch [39].
Primarny ddvod Stokesovho posun je rychly prechod excitovanych elektronov na najnizsiu
hladinu vibracnej energie stavu Si. Okrem toho je emisia Ziarenia obvykle sprevadzana
prechodmi do vyssich vibra¢nych hladin stavu So, ¢o ma za nasledok d’alSiu stratu energie.
Dalsie procesy, ako napriklad zmena orientacie okolitych molekil rozptstadle, reakcie
excitovaného stavu, tvorba komplexov a prenos rezonancnej energie mozu tiez prispiet’ k emisii

odohravajiicej sa vo viacsich vinovych dizkach [40].
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2.2.1 Kvantovy vytazok fluorescencie

Kvantovy vytazok fluorescencie je jednym z najddlezitejSich parametrov charakterizujdcich
fluorescenéné vlastnosti fluoroforu v danom prostredi. Je definovany ako pomer medzi
mnozstvom  fotobnov  latkou vyziarenych acelkovym po¢tom  fotonov latkou
absorbovanych [41]. Kvantovy vytazok fluorescencie moze byt charakterizovany rovnicou:

I )
'+ k,,

0=

Rychlostné konstanty /" a knr charakterizujt rychlost’ zaniku excitovaného stavu. Konstanta
I’ zahiha vSetky Zziarivé procesy deexcitacie a konStanta Knr zase zahfhia vSetky neziarivé
procesy. Rovnica charakterizuje zlomok fluoroforov, ktorych deexcitacia je sprevadzana
emisiou ziarenia. Hodnota kvantového vytazku sa moéze blizit' jednej, ak miera deexcitacie
neziarivymi prechodmi je ovel’a nizSia ako miera deexcitacie ziarivymi prechodmi, takze plati,
ze I' > knr. Je dolezité poznamenat’, Ze hodnota kvantového vytazku fluorescencie bude vzdy
mensia ako jeden, kvoli stratdm energie, ktoré charakterizuje Stokesov posun [42]. Inak
povedané kvantovy vytazok urcuje pravdepodobnost’ toho, ¢i bude excitovany stav
deaktivovany fluorescenciou alebo inym mechanizmom, u ktorého nedochadza k emitovaniu
Ziarenia.

Absorpcia fotonov molekulou zapri¢ini, ze dojde k vzniku excitovaného stavu s vysSou
energiou. To €o nastane potom je do znacnej miery ovplyvnené fyzikadlnymi vlastnost'ami
prostredia, Kktoré tvori rozpustadlo, d’alej Strukturou a povahou samotného fluoroforu.
Zakazdym ale dojde k ndvratu molekuly z excitovaneho stavu do z&kladného stavu, ktory je
spojeny so stratou energie [42]. Tato deexcitacia moze prebichat’ bud’ neziarivymi alebo
ziarivymi procesmi. Medzi neziarivé procesy patri vibra¢na relaxacia, vnitorna konverzia a
medzisystémovy prechod. Ziarivé prechody zahfiiaju fluorescenciu a fosforescenciu. Intenzita
fluorescencie rastie linearne len v pripade vel'mi zriedenych roztokov. U koncentrovanejsich
roztokov za¢ina mat’ pozorovatel'ny vplyv na intenzitu fluorescencie reabsorpcia emitovaného
Ziarenia [43, 44].

2.3 Nelinearne optické vlastnosti

Pojem nelinearne optické vlastnosti latok zahriiuje nelinedrne javy, ktoré sa objavuja pri
interakcii hmoty so zdrojom ziarenia s vysokou intenzitou akym je napriklad laser. Prave laser
poskytuje dostatoéné mnozstvo energie na to, aby doslo k vyvolaniu nelinearneho optického
fenoménu [45]. Preto bolo mozné zacat’ tieto javy aktivne skimat’ pomerne nedavno a to vd’aka
zostrojeniu prvého lasera v roku 1960 [46]. Ako prvy nelinearny opticky efekt bol popisany jav
dvojfotonovej absorpcie fyzickou Mariou Goeppertovou Mayerovou uz v roku 1931 [47]. Na
to aby bolo mozné pozorovat’ nelinearne optické vlastnosti systémov nie je vzdy potrebny len
laser. O niektorych fenoménoch sa uz vedelo davno pred jeho vynajdenim. Tedria popisujlca
tieto javy je zaloZena na pomerne preskimane;j tedrii linearnych optickych vlastnosti 1atok.

S rychlym pokrokom v oblasti nanotechnolégii vzrastlo aj mnoZstvo potencionalnych
aplikécii nelinearnych optickych vlastnosti materidlov. Tieto vlastnosti sa mézu uplatnit’
napriklad v technolégii laserov [47], biosenzorov, v spracovani a ukladani informacii [48],
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komunikacii [49], zobrazovani [2] a optickych vypoctovych technikach. Nelinearne optické
vlastnosti materidlov sa neprejavuju len v makroskopickej mierke ale prave aj na nano
arovni [50].

2.3.1 Dvojfotonova absorpcia Ziarenia

Dvojfotonova absorpcia je fyzikalny jav, pri ktorom dochadza k absorpcii energie dvoch
fotonov o rovnakej alebo roznej frekvencii a teda energie chromoforom. To zapri¢ini excitaciou
chromoforu z jeho zékladného stavu do stavu s vys$Sou energiou, tzv.excitovaného stavu.
Energeticky rozdiel medzi tymito dvoma stavmi je rovny suc¢tu energii absorbovanych fotonov
potrebnych na takyto prechod [2]. Tento proces sa zaradzuje do skupiny nelinedrnych optickych
procesov [45]. Miera prechodu molekdl medzi dvoma energetickymi stavmi v dosledku
dvojfotonovej absorpcie zavisi na druhej mocnine intenzity dopadajuceho svetla. To znamena,
ze pri nizkych intenzitach excitacného svetla je absorpcia mnohondsobne slabsia ako linearna
absorpcia jedného fotonu. Zavislost' absorpcie teda rastie exponencialne. Nad linearnou
absorpciou dominuje hlavne pri vysokych intenzitach budiaceho Ziarenia. Miera dvojfotonovej
absorpcie sa vyjadruje prostrednictvom parametru tzv. dvojfotonového absorpéného prierezu
(otpa). Hodnoty orea (v jednotkach GM, kedy 1 GM = 107°°cm*.s-foton?) odlisnych
materialov su stanovované pomocou roznych technik bud’ priamo alebo nepriamo. Medzi takéto
techniky patria napriklad dvoma fotonmi excitovana fluorescencia, ktora sa pouziva najma
u fluoreskujucich latok, a Z-scan, ktory sa pouziva v pripade latok nedisponujucich
fluorescenénymi vlastnostami [2, 4, 51, 52].

Priebeh dvojfotonovej excitacie znazoriuje obrazok 5. Aby vobec doslo k excitacii, je
potrebné aby dva fotdny z excita¢ného lucu zasiahli molekulu vo velmi kratkom okamihu a to
v priebehu jednej femtosekundy (10%° s). Ked s molekulou interaguje prvy dopadajtici foton,
doda jej energiu, ktoréd zapricini energeticky prechod molekuly zo zékladného energetického
stavu do stavu s vysSou energiou tzv. virtudlneho stavu. Tento stav nie je skutoénym
energetickym stavom molekuly a existuje len na vel'mi kratku dobu. Na to aby bol dosiahnuty
excitovany stav je potrebné, aby pocas tohto vel'mi kratkeho okamihu doslo k interakcii
molekuly aj s druhym foténom. Molekula sa tak dostane do excitovaného stavu. Na vytvorenie
takychto podmienok je preto potrebny vykonny zdroj Ziarenia, ato laser. Laser dokaze
produkovat’ vel'mi kratke impulzy svetla a s vysokou intenzitou. Dvojfotonova absorpcia mbze
d’alej viest' k dvojfotonovo excitovanej fluorescencii, kedy excitovany stav vytvoreny
v dbsledku absorpcie dvoch fotonov spontanne prejde do nizsieho energetického stavu. Tento
prechod je zaroven sprevadzany emisiou ziarenia. Takto ziskané fluorescencné spektrum by
malo byt zhodné stym, ktoré sa da ziskat' pri absorpcii jedného fotdnu. Zobrazovacia
technologia, ktora pracuje naprincipe tohto javu, sa nazyva dvojfotonova
mikroskopia [4, 51, 52].
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Obréazok 5: Schéma energetickych hladin spojenych s absorpciou dvoch foténov s rovnakou energiou

Popularite sa teSia najmé latky schopné fluorescencie vo forme nanocastic sluziace ako
fluorescenéné sondy. Takéto nanocastice sa vyznacuji silnej$im fluorescenénym signalom
a zvysenou fotostabilitou oproti fluorescenénym sondam vo forme roztoku. Nevyhodou ale je,
Ze so zvicsujucim sa mnozstvom molektl vo vnutri nanocastice sa znizuje ich fluorescencia
v dosledku agregaciou indukovaného zhaSania [53]. V zaujmu zachovania vyhodnych
vlastnosti je preto dolezité najst’ spésob akym ich uchovat’ aj vo forme nanocastic. Jednou
z moznosti je modifikaciou Struktury fluorescenénych molektl znizit vplyv zhéSania
fluorescencie [54-56] alebo vyuzit' fluorescenéné molekuly s agregaciou indukovanou
fluorescenciou [57-59].

2.3.2 Dvojfoténovy absorpény prierez

Molekuly s vysokou hodnotou dvojfotonového absorpéného prierezu majii hned’ niekolko
potencialnych vyuziti. Uz pomerne dlhi dobu sa javia ako mozni kandidati v aplikaciach
zameranych na trojrozmerné optické ukladanie dat [60] a v multifotonovej fluorescencnej
mikroskopii [4]. UZ po desatroéia sa na stanovenie dvojfotonového absorpéného prierezu
vyuzivalo mnoho rozliénych technik. Medzi takéto techniky patria napriklad transmisné
metddy ako nelinedrna transmisia [61], metdda Z-scan [62] a metody zalozené na vyuZiti javu
excitacie akym je napriklad metdda dvojfotonovo indukovanej fluorescencie [63].

Experimentalne metddy na stanovenie dvojfotonového absorpéného prierezu mdézu byt
rozdelené na priame a nepriame. Priame metddy su zaloZené na sledovani miery ubytku
intenzity lac¢a prechadzajuceho vzorkou. V nepriamych metodach sa sleduju javy vyvolané
interakciou Ziarenia s hmotou, ktoré sa objavia po absorpcii dvoch fotonov. Medzi takéto javy
patri prave fluorescencia [4].

Nepriame stanovenie dvojfotonového absorpéného prierezu zvyc€ajne prebicha za vyuzitia
zdroja ziarenia s vysokou energiou ako je napriklad laser. Pri takychto vysokych intenzitach
zakonite dochadza v skimanom systéme kvzniku inych procesov akymi su napriklad
indukovana emisia Zziarenia, absorpcia v excitovanom stave, Ramanov rozptyl, moduléacia
vlastnej fazy, vznik plazmy alebo generovanim superkontinua. Takéto procesy mozu do istej
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miery ovplyviiovat' a konkurovat' javu dvojfotonovej absorpcie. Casto je preto naroéné
interpretovat’ namerané udaje pri vyuziti vysokej intenzity budiaceho Ziarenia, ked’ v systéme
dominuju procesy nesuvisiace s dvojfotonovou absorpciou [64].

V metoédach zalozenych na vyuziti excitovaného stavu sa vypocet dvojfotonového
absorp¢ného prierezu prevadza pomocou dvojfotonovej absorpcie. Prikladom je prave metdda
dvojfotonovo indukovanej fluorescencie, kedy sa meria fluorescencia prvého excitovaného
singletového stavu molekuly zapri¢inena prave dvojfotonovou absorpciou. PretoZze integral
intenzity fluorescencie je imerny poctu excitovanych molekul, je mozné z takéhoto merania
pomerne presne stanovit dvojfotonovy absorpény prierez. Iné nelinedrne procesy mozu
ovplyvnit intenzitu fluorescencie, avSak tomu sa d4 jednoducho vyhnut. Merania fluorescencie
zvycajne vyzaduju o niekol’ko radov nizsie hodnoty koncentracie vzorky a niekol'konasobne
niz8ie intenzity excitatného ziarenia ako tomu je u transmisnych metdd. Vplyv nelinedrnych
optickych procesov je preto v takomto pripade do zna¢nej miery znizeny [4].

Jednym z bezne pouzivanych pristupov k uréeniu dvojfotonového absorpéného prierezu
skimanej latky je to, Ze sa tato hodnota vypocita relativne vzhladom k latke, ktorej
dvojfotonovy absorpény prierez je dobre znamy [65]. Dvojfotonovy absorpény prierez je mozné
ur¢it’ pomocou merania fluorescenéného signalu generovaného po dvojfoténovej absorpcii.
Takéto merania poskytuji hodnotu dvojfoténového fluorescenéného prierezu (Jdtee), ktory je
priamoumerny dvojfotonovému absorpénému prierezu (d1pa) Na zaklade rovnice:

Otpg = Orpa PrpEs (3)

kde @tre reprezentuje kvantovy vytazok fluorescencii po dvojfotonovej absorpcii. Stanovenie
otpe pre rozlicné molekuly je pomerne naro¢né a preto je najjednoduchSie ho stanovit
v porovnani s molekulou, ktorej drre je dobre znamy. Vzt'ah dtpe k experimentalnym datam za
predpokladu, ze parametre merania pre vSetky experimenty boli zhodné, vyjadruje rovnica:

2
_ FooPs) s (4)
OTPE(N) = OTPE(S) >

kde dtre(n) @ d1PE(S) SU hodnoty dvojfotonového fluorescenéného prierezu, Fny a F(s) sG hodnoty
ziskané integraciou intenzity fluorescencie za rovnakych podmienok, Py a P(s) su hodnoty
intenzity excitaéného Ziarenia generovaného laserom a c(ny a C(s) SU koncentracie skumanych
roztokov. Index (N) charakterizuje skimanu latku a index (S) je $tandard, pripadne referenéna
zltéenina [66].

2.3.3 Multifotonova mikroskopia

Biologicke vzorky su vicsinou charakteristické vysokou mierou rozptylu ziarenia, preto je
vytvaranie snimok s vysokym rozliSenim zhlbsich vrstiev beZznou fluorescenénou
mikroskopiou takmer neuskutocnite'né. Multifotonova mikroskopia, konkrétne dvojfotonovo
excitovana fluorescen¢na mikroskopia, umoziuje vytvaranie takychto snimok vd’aka vyuzitiu
nelinearnych optickych vlastnosti skimaného materialu [4]. Ziarenie zachytené zo vzorky je
presne priradené na miesto, v ktorom doslo k vytvoreniu nelinearnej optickej odozvy. Technika
multifotébnovej mikroskopie sa vyznauje mnohymi vyhodami. Ako jedna z mala technik
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poskytuje moznost’ sledovanie zivych systémov V realnom ¢ase, in vivo, in vitro aj in situ [5].
Excita¢né lasery pracuju vyhradne v blizkej infracervenej oblasti spektra a to znamena, ze
pouzité infraCervené Zziarenie velmi dobre prenikd okolitym tkanivom. Tym sa zvySuje
penetra¢na hibka, ktora dosahuje az hodnoty jedného milimetru, a taktieZ potlada rugivy vplyv
pozadia. Pouzitim tejto techniky sa minimalizuje poskodenie biologickych systémov
mnohonasobnym pouzitim excitacného Zziarenia. Preto je vhodna v kombinacii s laserovou
skenovacou technologiou, co umozituje vizualizaciu fluorescencie vo forme 3D mapy.

V doésledku toho, Ze fotovybielovanie a fototoxicita obmedzuju pouzitie klasickej
fluorescencnej mikroskopie, sa vlastnosti tejto metody ukazali byt kIaiGovymi v mnohych
oblastiach pozorovania biologickych systémov [2, 22]. Za vyuzitia multifotonovej mikroskopie
boli skimané rézne druhy organizmov a ich casti, ako napriklad organy lymfatického systému
[67], oblicky [68], srdce [69] a pokozka [70] a to do rdznej hibky. Tato technika moze byt tiez
vyuzitd na pozorovanie vyvoja apostupu rdznych nadorovych ochoreni atak uréenia
potencionalnej liecby [71].

V multifotonovej mikroskopii maju excitacné fotony nizsiu energiu ako fotony emitované
zo vzorky. Emisné spektrum je tak posunuté bliz§ie smerom k UV oblasti, ¢o je opakom
tradi¢nej fluorescen¢nej mikroskopie. Bezné fluorescenéné sondy vyuzivané v multifotonovj
mikroskopii su charakteristické emisnym ziarenim vo viditeI'nej asti svetelného spektra, zatial
¢o excitacia dvojfotonovou absorpciou prebiecha v blizkej infracervenej oblasti (700 az
1000 nm) [72]. Excita¢né Ziarenie nie len ze sa vyznacuje hlbsim prienikom, ale zaroven aj
nizsou fototoxicitou.

K multifoténovej absorpcii dochadza v perifokalnej oblasti, kde je excitacné Ziarenie
sustredené objektivom mikroskopu. Preto, v oblasti mimo ohniska objektivu nedochadza
k absorpcii, ¢o je jednym z vyznamnych rozdielov v porovnani s konfokalnou mikroskopiou,
kde k jednofoténovej excitacii dochadza pozdiz celého excitaéného Iu¢u foténov. To ma za
nasledok zniZenie fotopoSkodenia a opotrebenia tkaniva, ¢o je dolezit¢é pre dlhodobé
pozorovanie preparatov [73].

Konstrukcia dvojfotonového mikroskopu je do zna¢nej miery podobna s konStrukciou
konfokalneho mikroskopu. Rozdielom je najmé zdroj excitaéného Ziarenia a spdsob detekcie
emisného Ziarenia. Zdrojom je laser, najCastejSie sa jedna o femtosekundové lasery
S titAnovymi zafirovymi krys$tdlmi. Vystupna vinova dizka z takéhoto laseru sa pohybuje
vV rozmedzi 670 az 1070 nm. Excita¢né ziarenie putuje zo zdroja Ziarenia cez sustavu SoSoviek
a zakrivenych zrkadiel do modulatoru intenzity laseru. Lu¢ laseru je polarizovany, prechadza
cez objektiv, ktory ho zaostruje na vzorku. Vzniknuté fluorescencné Ziarenie prechadza naspét
cez objektiv mikroskopu, kde dopadda na detektor. Typickym detektorom vyuzivanym
v dvojfotonovej fluorescenénej mikroskopii je fotonasobié [72].

2.4 Sucasny stav rieSenej problematiky

Organické nanocastice vykazujuce fluorescenciu indukovani absorpciou dvoch fotonov
Vv st¢asnosti podliehaju intenzivnemu vyskumu. Latky pouzivané ako fluorescen¢né sondy,
u ktorych je pozorovana dvojfotonova absorpcia, si pomerne dobre dostupné. Problémom
komercne dostupnych sond je vSak ich obmedzend fotostabilita a pripadna rozpustnost’ len
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v organickych rozptstadlach. Spolo¢nym cielom je preto prostrednictvom syntézy z réznych
prekurzorov, o najviac zdokonalit’ dvojfotonové vlastnosti takychto latok a hlavne dokéazat’ ich
optické vlastnosti v pevnej faze preniest’ aj do vodného prostredia [4, 6, 74].

Ako latky s potencialom pre pripravu takychto nanocastic sa javia byt aj molekuly na baze
tetrafenyleténu a trifenylaminu. Tieto latky vykazuju zna¢nu citlivost’ na excitaciu dvomi
fotonmi a hlavne poskytuji moznost' pomerne jednoduchej Gpravy. Na zlepSenie ich
dvojfotonovej absorpcie boli preto, navrhnuté a syntetizované rbézne derivaty tvoriace
predovsetkym dipolarne, kvadrupoldrne a oktupolarne systémy. Takto pripravené systémy sa
vyznaéuju pritomnost'ou funkénych skupin s elektrén donornym a akceptornym charakterom.
Systémy s tymito vlastnostami st charakteristické pomerne vysokym dvojfotonovym
absorpénym prierezom [2, 3].

Oblast’ vyuzitia fluorescenénych organickych nanocastic je Sirokd. Fluorescen¢né sondy na
béze 7-nitro-1,2,3-benzoxadiazol aminu boli uspeSne vyuzité ako molekuly Specificky
rozpoznavajuca pritomnost’ sulfanu pomocou thiolyzy v zivych systémoch. Boli pripravené
fluorescenéné nanocastice vyznaCujice sa vysokou citlivostou arychlou odozvou.
Fluorescenéna sonda bola tUspes$ne vyuzitd na detekciu H>S pomocou multifotonovej
mikroskopie v zivych bunkach. Nadmerna pritomnost sulfanu v zivych bunkach bola
pozorovana pri mnohych ochoreniach, ako napriklad Alzheimerovej choroby, Downovho
syndromu, cirhozy pecene a cukrovky. Preto je detekcia H>S v biologickych systémoch
uzito¢na aj pri klinickej diagnostike [75].

2.4.1 Fluorescencia u nanocastic

Idealne castice pre praktické aplikacie v oblasti biozobrazovania su cCastice s dostato¢nou
intenzitou fluorescencie, tak aby sa vysledny obraz vyznafoval vysokym kontrastom. To je
mozné dosiahnut’ prave tym, ze sa do ich vnuatra zapuzdri ¢o najviac molekul organického
farbiva. Avsak, ked” sa v malom objem vo vnutri Castice nachadza naraz velké mnozstvo
molekul farbiva, je mozné pozorovat’ oslabenie az zhaSanie fluorescencie. Zhasanie je primarne
spOsobené z—x interakciami medzi molekulami a pritomnost'ou inych neziarivych prechodov
v systéme. Tento fotofyzikalny jav je pomerne bezny pre tradi¢né organické farbiva a jedna sa
0 zhasanie sposobné agregaciou molekul farbiva [76]. Taktiez je mozné sledovat’ opacny
pripad, kedy z dévodu agregacie molekul farbiva v malom objeme dochéadza k tzv. agregéaciou
indukovanej emisii [9]. Takéto fluorofory vSak vacSinou nie si schopné emitovat’ ziarenie
vo forme molekularneho roztoku. Castice, ktorych fungovanie je zalozené na takomto jave boli
uspesne vyuzité v oblasti bunkového zobrazovania [77], detekcie tumorov in vivo [78]
a dvojfotonového zobrazovania [79].

Jednou z moznosti ako zvysit' intenzitu fluorescencie u nanocastic je modifikacia ich
pripravy, kedy je cielom pripravit’ ¢astice so zlozitejSou Struktirou pozostavajucou z viacerych
povrchovych vrstiev. Takto pripravené nanocastice su zlozené z dvoch roznych chromoforov
vybranych za ucelom zlepSenia efektivity prenosu excitanej energie medzi jednotlivymi
komponentmi nanocastic. Priprava jadra nanocastic prebieha ako prva len z jedného druhu
chromoforov. Rovnakym procesom zrazania je nasledne jadro obalené vrstvou molekul
rozdielneho chromoforu. Vytvori sa plast nanocastice. Proces prenosu excitanej energie
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prebieha najma na rozhrani plast'u a jadra. Vysledkom je, ze fluorescencia je lokalizovana prave
na tomto rozhrani a je pozorovatelne intenzivnejSia ako u nanocastic pozostavajucich len
Z jedného typu chromoforov [22].

2.4.2 Vplyv zhasania fluorescencie

Doélezitym faktorom pri priprave fluorescencnych organickych nanocastic je dosiahnut’ to, aby
latka, ktorad sa vyznacuje svojimi fluorescenénymi vlastnostami a charakteristicky vyraznym
dvojfotonovym prierezom v roztoku, si zachovala tieto vlastnosti aj vo faze pevnej. To sa
rovnako tyka aj nanocastic pripravenych z takychto latok, ked’ze ich vnutornd Struktara
a usporiadanie molekdl je zhodné s tym v pevnej faze. Medzi takéto latky patria aj latky na baze
1,4-di(4'-N,N-difenylaminostyryl) benzénu, ktory je znamy svojou vyraznou dvojfotonovou
absorpciou a silnou fluorescenciou vo forme roztoku. Avsak v pevnej faze latka vykazuje nizsie
hodnoty kvantového vytazku fluorescencie ako v roztoku. To je désledkom silného javu
samozha$ania zapri¢ineného medzimolekularnymi interakciami v kondenzovanych fazach.
Jedna sa o tzv. agregiciou indukované zhaSanie fluorescencie. Najvacsi vplyv ma na to
pritomnost’ 7z—z interakcii, ¢o je typické pre molekuly so systémom konjugovanych dvojitych
vazieb. Difenylaminostyryl benzén ma pevnu, plandrnu Struktaru a silnt tendenciu tvorit’
krystaly.

Za ucelom zvysenia kvantového vytazku fluorescencie v pevnej faze bola syntetizovana
molekula, ktord vznikla z dvoch molekul difenylaminostyryl benzénu navzajom prepojenych
cez bifenylovu skupinu. Takto pripravena molekula nadobuda krizova formu a nema nad’alej
uz planarny charakter. Struktira molekuly je znazornena na obrazku 6. Neplanarny charakter
ma za nasledok znizenie vplyvu koncentra¢ného zhasania, ¢o je spdsobené sférickym efektom,
kedy dochadza k obmedzeniu medzimolekularnych interakcii. Takto pripraveny dimér
vykazuje znacne vyssi dvojfoténovy prierez a kvantovy vytazok fluorescencie nez povodny
monomeér, ¢o zvysuje moznost’ aplikacie takto upravenej molekuly v pozorovani biologickych
systémov pomocou dvojfotonovej mikroskopie [54].
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Obréazok 6: Plandrna Struktira monoméru 1,4-di(4'-N,N-difenylaminostyryl) benzénu (a) a krizova
forma odpovedajuceho diméru (b) [54]
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Dal§im prikladom latky ktora vykazuje vyborny kvantovy vytazok fluorescencie
V kvapalnom roztoku su latky zaloZzené na baze benzotiahzolu [55]. V roku 2010 boli
publikované vysledky dvojfotonovych fluorescenénych molekil na baze tejto latky, ktoré
vykazovali vysoku hodnotu dvojfotonového absorpéného prierezu S pomerne velkym
kvantovym vytazkom. Zaroven jednoduchou modifikaciou jeho Struktary bol pripraveny
derivat benzothaizol dimetyl anilin, u ktoré¢ho sa preukazal kvantovy vytazok az o hodnote 0,9.
Zo ziskanych dat vyplyva, Ze benzothaizol je excelentny fluorofor, avSak siln0 fluorescenciu
ma len v roztoku organického rozptstadla, nie vo vode.

Na zéklade tohto bol nasledne benzothiazol vyuzity ako elektornakceptorna skupina
a fluorofor na trifenylaminovom jadre a z neho boli nasledne pripravené rézne trifenylamin
benzothiazolové derivaty. Opat’ cielom, pripravy takychto derivatov bolo dosiahnut’ to, aby
latka, ktora disponuje velkym dvojfotonovym prierezom v kvapalnom roztoku mala tieto
vlastnosti aj v pevnej faze, ato v podobe nanocastic vo vodnom prostredi. V pevnej faze sa
u jednoduchého benzothiazolu vyskytovali z—=z interakcie, ¢o malo za nasledok zhasanie
flurescencie. Pripravenim derivatov z trifenylamin benzothiazolu sa tak prejavil sfericky efekt
a obemdzili sa medzimolekularne interakcie. Nasledne boli pripravené nanocastice vo vodnom
prostredi za pritomnosti povrchovo aktivnej latky Pluronic F127 ako stabilizatoru. Kvoli lepsej
aplikécii v oblasti biologickych systémov bol ako rozpastadlo pouzity fosfatovy timivy roztok
s hodnotou pH 7,4 ako rozpustadlo disperzie nanocastic. Pripravené nanocastice mali velkost’
od 100 nm, ¢o je pre ich pripadnt aplikaciu v 3D zobrazovani zivych systémov nevyhnutné.
Taktiez vykazovali silni jedno a dvojfotonovu fluorescenciu s kvantovym vytazkom
dosahujacich hodnoty od 0,63 do 0,81. Nasledne boli nanocastice priamo vyuzité na
zobrazovanie v zivych HeLa bunkach pomocou jedno a dvojfotonovej mikroskopie a bolo

preukdzané ze je mozné tieto Castice stabilizovat’ na vonkajSej strane membran vo vnutri zivych
buniek (vid’ obrazok 7) [56].

Obrazok 7: Snimky buniek zaobstaranych pomocou jednofoténovej (vlavo) a dvojfotonovej (vpravo)
mikroskopie [56]

2.4.3 Agregaciou indukovana fluorescencia

Jednym zo sposob ako dosiahnut’ ¢o najvyssej intenzity fluorescencie je dostat’ ¢o najvacsie
mnozstvo fluoroforov do vnutra nanocsatice. AvSak ak je v malom priestore zaroven
pritomnych vel'a organickych molekal s konjugovanym systémom dvojitych vazieb, tak
dochédza prave naopak k oslabeniu fluorescencie a v niektorym pripadoch zhasinaniu. To je
dosledok z—r interakcii alebo inych neZiarivych prechodov [80]. Stadie prevedené pomocou

24



Z-skenu preukdzali, Ze medzimolekularne interakcie mézu byt spolo¢ne vyuzité na zlepsSenie
TPA efektivity v kondenzovanom stave [56]. Jedna sa o takzvanu agregaciou indukovanu
emisiu. Typické fluorofory, pri ktorych je takato indukovana emisia pozorovana, takmer Uplne
nefluoreskuju vo forme molekulového roztoku, ale naopak vykazuja silnd fluorescenciu
v kondenzovanom stave vo forme organickych nanocastic [80] alebo vo forme organickych
bodiek [81].

Tato jedine¢na vlastnost’ preto dovol'uje vytvorit’ organické nanocastice s vVysokym obsahom
jednoduchych fluorofor vo svojom vnutri. Ako vysledok boli pripravené nanocastice s vysokou
ziarivost'ou, velkym Stokesovym posuvom a dobrou biokompatibilitou, ktoré boli nasledne
vyuzité na zobrazovanie v biologickych systémoch [82]. Pre aplikécie in vivo a in vitro, su
nanodastice S emisiou vo vyssich vlnovych dizkach pomerne Ziadané. Fluorescenéné organické
nanocastice s agregaciou indukovanou fluorescenciou boli prezentované aj ako prostriedky na
monitorovanie nddorovych ochoreni a zaroven ako prostriedky ich lieby [83].

Jednym zo sposobov ako pripravit’ takéto Castice je syntetizovat’ molekuly s donorno-
akceptornou Strukturou. Vel'a komeréne dostupnych derivatov benzoxadiazolu, ako napriklad
4-chloro-7-nitrobenzo-2,1,3-oxadiazol alebo 9,10-bis[4’-(4"-aminostyryl)styryl]antracén [56],
st povazované za kvalitné fluorescenéné sondy. Bolo preukazané, ze prave molekuly
pozostavajlce z derivatu benzoxadiazolu a tetrafenyleténu (BTPEBD) disponuju efektom
indukovanej emisie v kondenzovanom stave, kde benzoxadiazol zastdva funkciu
elektronakceptorenj skupiny a tetrafenyletén elektrondonornej skupiny. Takto pripravené
molekuly boli pouzité na tvorbu nanocastic vyuzitelnych pre dvojfotonové zobrazovanie
zivych systémov. Vyznacuji sa znacne vysokym kvantovym vytaZzkom presahujiicim 90%
vo forme nanocastic vo vodnom roztoku, dobrou fotostabilitou a nizkou cytotoxicitou.
Nanocastice boli vyuzité na zobrazenie najskér HelLa buniek anapokon aj na vzorkéach
plicneho tkaniva zmysi za pouzitia dvojfotonovej mikroskopie (vid’ obrazok 8). Tento
experiment preukdzal ze latky na baze indukovanej emisie v kondenzovanom stave su
vyuziteI'né pre metddy zobrazovanie Zivych systémov [59].

Hela bunky Pltucne tkanivo

Obrazok 8: Snimka HeLa buniek inkubovanych fluorescencnou sondou BTPEBD (vlavo) a snimka
buniek pliicneho tkaniva mysi taktiez s pritomnym BTPEBD (vpravo) [59]
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Zoznam pouzitych pristrojov

e Magneticka miesacka Big Squid IKAMAG - IKA, (BioTech a.s.)

e Analytické vahy ew 620-3NM, (KERN)

e UV-VIS spektrofotometer Cary 50 Probe (Varian)

e Koloidny DLS analyzator ZetaSizer Nano ZS, (Malvern Panalytical)

e Luminiscencny spektrometer Fluorolog (HORIBA Scientific)

e Spektrograf Andor Shamrock SR-303i s laserom Nd:YAG (EKSPLA PG400), OPG
modulom a s kamerovym detektorom Andor iStar ICCD

3.2 Skdmané materialy

Skimanymi materialmi boli latky zaloZzené na distyrylbenzéne, ktorych molekularna $truktara
je znazornend vtabulkel. Skumané materidly pochadzaju z Fakulty chemicko-
technologickej - Univerzita Pardubice aboli syntetizované a charakterizované skupinou
doc. Ing. Alesa Imramovského, Ph.D. Syntéza tychto latok bude popisand v samostatnom
¢lanku, ktory v dobe vypracovania tejto prace este nebol publikovany. Bolo preukazané, ze
velkost’ dvojfotonového absorpéného prierezu molekul s donornymi a akceptornymi
skupinami ma spojitost’ s mierou prenosu intramolekularneho néboja po excitacii [84].
Konjugované molekuly substituované s donornymi (D) alebo akceptronymi (A) skupinami
preukazuji vysSiu hodnotu dvojfotéonového absorpéného prierezu ako im zodpovedajice
nesubstituované molekuly. Pre molekuly s vSeobecnou Strukturou charakterizovanou ako
D —z—D (kde x predstavuje systém konjugovanych dvojitych vézieb) sa s rastacou dizkou
retazca zvysuje hodnota dvojfotonového absorpéného prierezu a poloha dvojfoténového pasu
sa poslva smerom Kk vy$§im vlnovym dizkam [85]. Dalej bolo preukazané, Ze pritomnost’
maju vyssi dvojfotonovy absorpény prierez ako D — 7 — D chromofory. Prenos ndboja medzi
donornymi skupinami na koncoch molekuly je ul'aheny prave pritomnost'ou akceptronych
skupin. To do urcitej mieri plati aj pre molekuly so Struktiarou A — D — A.

Skiimané latky sa na zéklade ich Struktiry moézu charakterizovat ako latky D —z —D.
V pripade skimanych derivatov, je = mostik tvoreny distyrylbenzénom, resp. retazcom
pozostavajucim z jednotiek polyfenylén vinylénu. Bolo preukazané, ze oligoméry polyfenylén
vinylénu, ktoré maju pat’ aromatickych kruhov vjednom retazci vykazuji planarnu
konforméaciu. Pritomnost’ou r6znych substituentov na ret'azci je mozné konforméciu zmenit'.
Poloha substituentov, ich vzdialenost’ od ostatnych substituentov a schopnost’ podiel’at’ sa na
interakciach s inymi atomami alebo skupinami pritomnymi na retazci alebo v okolitom
prostredi méa priamy suvis so zmenou konformacie. Miera presunu elektronov medzi donornymi
a akceptornymi substituentami v molekule s neplanarnym charakterom je znizena v dosledku
mensieho prekryvania medzi jednotlivymi 7 orbitdlmi konjugovaného mostiku. To sa mdze
prejavit’ na zmene velkosti dvojfotonového absorpéného prierezu molekuly so substiutovanym
konjugovanym mostikom v porovnani s molekulou s nesubstituovanym mostikom, ato na
zaklade rozdielnej distribdcii naboja v zakladnom a dvojfotonovo excitovanom stave [86]. Na
druhej strane bolo tiez preukdzané, Ze zmena planarity méze mat’ aj pozitivny vplyv na zmenu
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dvojfotonového absorpéného prierezu jednoduchych alkylmi substituovanych molekdl
4-quinopyranu [87].

Tabulka 1: Molekuldrna Struktira derivatov skumanych v tejto praci
Latka Molekularna $truktara

KT 1-11-1
(1)

KT-1-24-1
(2)

KT-1-28-1
(3)

Stadie derivatov distyrylbenzénu preukazali, Ze dochadza medzi jednotlivymi molekulami
k 7—z interakciam. Predpoklada sa preto, ze tieto interakcie maju za nasledok znizent
fluorescenciu tychto molekul v pevnej faze [88]. Tento jav sa nazyva agregéciou vyvolané
zhasanie fluorescencie, ktoré je blizsie vysvetlené v kapitole 2.4.2. Modifikaciou Struktiry
distyrylbenzénu, tak ze dojde k zmene planarity molekuly, moze viest' k zvyseniu fluorescencie
Vv pevnej faze. Neplanarna konfiguracia takejto molekuly ma za nésledok potlacenie zhasania
fluorescencie vyvolaného sférickym efektom, ktory obmedzuje vplyv z—z interakcii [54].

V tejto praci budu preto skimané molekuly, ktorych Struktura ja zaloZend a inSpirovana 1,4-
di(4'-N,N-difenylaminostyryl) benzénom (DPA-DSB). DPA-DSB bude skimany ako
referencna molekula (1), s ktorou budu ostatné derivaty porovnavané. Charakteristickym
znakom pre latku (1) je = mostik pozostavajlci ztroch aromatickych jadier navzajom
prepojenych vinylénom, ktoré spolu tvoria konjugovany systém dvojitych vazieb. Na koncoch
retazca sa nachadzaju elektron-donorné difenylaminové skupiny. Latka (2) sa lisi dizkou z
mostiku, ktory v tomto pripade tvori pat’ aromatickych jadier. Na rozdiel od latky (1) st na «
mostiku pritomné postranné ret'azce, konkrétne fenylové skupiny. Tie maji za tlohu pozmenit’
planarnu konformaciu molekuly a svojou pritomnostou teda znizit vplyv z—z interakcii
VvV pevnej faze. Pevnd faza ma formu nanocastic, ktoré su tvorené zhluknutymi molekulami
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v tesnej blizkosti. Predpoklada sa, Ze postranné retazce zapri¢inia to, Ze medzi molekulami
bude vacsia vzdialenost’ atak sa do urcitej mieri zabrdni zhaSaniu fluorescencie vplyvom
agregacie. Narastajuca dizka retazca by mala mat taktieZ vplyv na hodnotu dvojfotonového
absorp¢ného prierezu molekuly. Tato hodnota by mala byt vysSia ako tomu je v pripade
referencnej molekuly (1). Latka (3) sa 1iSi od latky (2) len pritomnost’ou d’alSich fenylovych
substituentov na centralnom aromatickom jadre. Vplyv pritomnosti d’alSich substituentov bude
preto pozorovany aporovnany s ostatnymi skiamanymi latkami. Mnozstvo a poloha
substituentov by sa aj v tomto pripade mala prejavit’ na nelinearnych optickych vlastnostiach
latky.

3.2.1 Priprava roztokov skimanych latok

Zasobné roztoky boli pripravené zo skumanych latok (1) az (3) podla tabulky 2. Ako
rozpustadlo bol zvoleny tetrahydrofuran (THF) s Cistotou p. a. zakupeny od spolo¢nosti Sigma-
Aldrich. Navazky pre jednotlivé latky boli odvazené na analytickej vahe ew 620-3NM (KERN).
Zasobné roztoky boli pripravené do tmavych sklenenych vialiek o objeme 10 ml. Navazka bola
presypana do vialky, do ktorej bolo nasledne pridané rozpustadlo. Z dévodu urychlenia
rozpustania latky (3) boli vialky umiestnené do sonifikatoru po dobu 5 mindt. Takto pripravené
roztoky boli za tucelom zvySenia ich trvanlivosti umiestnené a skladované na mieste
s minimalnym pristupom svetla.

Tabulka 2: Zdasobné roztoky skumanych latok, kde M je molarna hmotnost, m je hmotnost navazky, Vy je

objem pridaného rozpiistadla, ¢ je koncentrdcia zdsobného roztoku a Jmax je vinovd dizka v maxime
absorbancie

Latka M [g-mol?] m [mg] Vr [ml] ¢ [mol-dm3] |  Amax[nm]
1) 616,79 2,5 5 8,1-10* 410
(2) 1125,44 5,4 5 9,6-10* 425
(3) 1277,63 5,2 5 8,9-10% 398

Z takto pripravenych zasobnych roztokov boli d’alej pripravené roztoky podla tabulky 3.
Pre kazdu latku boli pripravené tri roztoky s réznou koncentraciou, s ktorymi sa d’alej pracovalo
v experimentoch. Ako rozptstadlo bol vyuzity tetrahydrofuran (THF) s Cistotou p. a. Roztoky
boli skladované opét’ na mieste s minimalnym pristupom svetla a v tmavych vialkéch, aby sa
zabranilo ich znehodnoteniu svetlom. Pre potreby experimentov boli roztoky pripravené tak,
aby sa ich vysledna koncentracia pohybovala priblizne v rozmedzi 10 az 107 a zaroven aby
ich absorbancia bola v rozmedzi 0,1 az 1. Meranie absorbancie prebiehalo paralelne s ich
pripravou. Absorbancia bola stanovena na UV-Vis spektrofotometri Cary 50 Probe (Varian)
s xenonovou pulznou lampou ako zdrojom Ziarenia a monochromatorom Czerny-Turner
s rozsahom 190-1100 nm. Meranie prebiehalo v kremennych kyvetach a ako blank bolo
pouzité rozptstadlo THF. U kazdého roztoku bola zaznamenana hodnota vinovej dizky Amax,
v ktorej roztok vykazoval maximum absorbancie.
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Tabulka 3: Skumané roztoky latok (1) az (3), kde V; oznacuje mnozstvo zdasobného roztoku danej latky,

Vr je mnozstvo pridaného rozpustadla, c je koncentrdcia vysledného roztoku a A je absorbancia

Latka Oznacenie Vz [ul] Vr [ml] ¢ [mol-dm-?] Al-]
la 100 10 8,1-10° 1,060

(1) 1b 25 5 4,1-10° 0,489
1c 10 10 8,1-10" 0,108

2a 130 5 2,5-10° 1,022

(2) 2b 60 5 1,2-10° 0,491
2c 13 5 2,5-10° 0,108

3a 250 5 4,5-10° 1,057

(3) 3b 120 5 2,1-10° 0,523
3c 25 5 4,5-10° 0,121

3.2.2 Stanovenie optickych vlastnosti

Emisné aexcitaéné spektra sktimanych derivatov boli stanovené na luminiscen¢nom
spektrometri Fluorolog (HORIBA Scientific). V pouzitom prevedeni spektrometer umoziuje
meranie fluorescencie v tzv. ustalenom stave (steady-state). Ako zdroj excita¢ného ziarenia je
vyuzivana xenonova lampa s vykonom 450 W a excita¢nym rozsahom 200-850 nm. Zariadenie
disponuje monochromatorom Czerny-Turner. Zaznamenavanie emisnych a excita¢nych
spektier bolo prevadzané za pomoci PMT detektoru (fotondsobi¢). Na meranie kvantovych
vytazkov bola vyuzitd integrana sféra Quanta—¢ urcena na meranie absolitnych kvantovych
vytazkov.

Pre kazdy roztok bolo prevedenych 5 samostatnych merani kvantového vytazku, lisiacich
sa pouzitou hodnotou vlnovej dizky excitaéného pulzu. Vlnové dizky excitaéného pulzu boli
uréené na zaklade tvaru a charakteru spektra pre dant latku. Dizka excitaéného pulzu bola
nastavena na 0,1 s s integraénou dizkou &asu zberu signalu tiez 0,1 s. Vysledny signal bol
porovnany s referenénym signalom charakterizujicim mozné kolisanie intenzity excitaéného
ziarenia a nasledne podl'a ziskanych dat korigovany.

Ako prvé bolo vzdy zmerané emisné spektrum skiimaného roztoku. Sirka $trbin na zdroji
Ziarenia a monochromatore pred detektorom bola zvolana tak, aby signal na detektore
generovany dopadajicim ziarenim emitovanym skumanou latkou z kyvety nepresahoval
intenzitu 1-10° CPS (counts per second). Keby bol signal vyssi, je mozné, e dojde
k poskodeniu detektoru. Takéto nastavenie systému bolo zachované pocas celej doby merania.
Nésledne bolo stanovené emisné spektrum blanku, v tomto pripade THF. V d’alsom kroku bola
zaznamenana intenzita excitaéného pulzu a jeho zoslabenie spdsobené prechodom cez kyvetu
s blankom. PretoZe intenzita excitacného pulzu je vysoka a velmi malé mnoZstvo Ziarenia je
pohlcované rozpustadlom, je opdt nutné zariadit, aby intenzita signalu na detektore
nepresahovala 1-10% CPS. To bolo dosiahnuté za pouzitia absorpénych optickych filtrov
Thorlabs s optickou hustotou v rozmedzi 0,1-2. Filtre boli postupne zvolené tak, aby intenzita
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dopadajuceho ziarenia neprekracovala maximalnu odporucant hodnotu. Ako posledné boli
stanovené emisné spektra jednotlivych roztokov za vyuzitia rovnakych optickych filtrov a za
rovnakych podmienok merania. Zo ziskanych dat bol pomocou programu OriginLab stanovena
hodnota kvantového vyt'azku fluorescencie v THF pre jednotlivé latky. Experimenty prebiehali
vyluéne za pouzitia kremennych kyviet. Jednotlivé roztoky boli vzdy pred meranim
premiesané.

3.2.3 Stanovenie nelinearnych optickych vlastnosti

Stanovenie spektra dvojfotonovo excitovanej fluorescencie pre skimané latky prebiehala za
vyuZitia unikatnej laserovej aparatury. Zdrojom ziarenia je pikosekundovy Nd:YAG laser
(KSPLA PG400). Generovany laserovy pulz je prostrednictvom OPG modulu transformovany
na laserovy pulz o pozadovanej vinovej dizke. V pripade pouZitej aparatiry sa jedna o vinovu
dizku v rozsahu 740-1050 nm. Excitaéné Ziarenie je zaostrené pomocou série SoSoviek na
polarizator, ktorého tlohou je iprava intenzity Ziarenia v rozsahu 0—100 %. Sustava $oSoviek
za polarizdtorom zabezpecuje zaostrenie excitaéné¢ho lucu na miesto vo vnutri kyvety.
Kremenna kyveta so skimanou latkou je upevnena v pohyblivom module, ktory umoziiuje
menit’ polohu ohniska, v ktorom dochadza k dvojfotdnovej absorpcii a excitacii. Emitované
Ziarenie je zachytavané pod uhlom 90° pomocou kamerového detektoru Andor iStar ICCD.

Parametre merania ako Sirka vstupnych a vystupnych $trbin, nastavenie laseru, OPG modulu
a zvySenie napitového zisku na detektore boli stanovené na zdklade predoslych skusenosti
s meranim dvojfotonovo excitovanych fluorescenénych spektier v ramci bakalarskej prace [92].
Excita¢na vinovéa dizka bola pre fluorescenéné merania latok (1) az (3) rovnaka a to 740 nm.
Emisné ziarenie bolo zaznamenavané len v rozsahu 500 nm ato z dévodu limitu detektora.
Dvojfotonové excitacné spektra boli stanovené v rozsahu 740-1050 nm.

Pri intenzitnych meraniach boli fluorescenéné spektra pre vSetky koncentracie skimanych
latok (1) az (3) postupne stanovené pre rozne intenzity excitatného Ziarenia. Zo ziskanych dat
boli pomocou programu OriginLab vytvorené grafy zavislosti intenzity fluorescencie na
intenzite excitaného Zziarenia, za Ucelom pozorovania nelinedrnych optickych procesov
a nakoniec aj stanovenia dvojfotonového absorpéného prierezu.

Vypocet dvojfotonového absorpéného prierezu skumanych latok bol prevedeny na zaklade
rovnic v kapitole 2.3.2. Na ziskanie spolahlivejSich vysledkov je mozné experimentalne
stanovit’ dtpa zmeranim viacerych roztokov s roznou koncentraciou a nahradit’ tak pomer F/c
smernicou zavislosti F = f(c). Experimentalne je vSak ovela jednoduchsie menit’ vykon lasera.
Preto boli zostrojené zavislosti integrovanej intenzity fluorescencie F na druhej mocnine
vykonu lasera P a v rovnici (4) bol nahradeny pomer F/P? smernicou s rovnice zavislosti
F = f(P?). Spojenym takto upravenej rovnice (4) a rovnice (3) ziskame vyraz:

SaC(s) PpE(S) 5
5TPA(N) = 5TPA(S) S —— ©)
5N PTPENN)
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Za predpokladu, Ze jedno a dvojfotonové fluorescencné spektra su si podobné, tak mdzeme
predpokladat, Ze jednofotonové (Pope) a dvojfotonové (dtpe) vytazky fluorescencie su
rovnaké. V takom pripade dostaneme kone¢ny vyraz:

S €(s) PopE(s) 6
OTPAN) = OTPAS) — 5> ©)
5()CN) PopE(N)

kde dtpan) @ dTPA(S) St hodnoty dvojfotonového absorpéného prierezu, Sivy a Sis) SU hodnoty
smernice zavislosti F = f(P?), ®open) a Pope(s) SU hodnoty jednofotonového kvantového
vyt'azku fluorescencie a €1 a C2 sU koncentracie skumanych roztokov. Index (N) charakterizuje
skdmanu latku a index (S) je Standard.

3.3 Priprava a charakterizacia nanoc¢astic

Roztok nanocastic bol pripraveny za vyuzitia zasobného roztoku latky (2). Tento experiment
mal za lohu zistit” a preukdzat’, ¢i je mozné zo skumanych latok pripravit’ stabilnu suspenziu
nanocastic bez vyuzitia povrchovo aktivnych latok. Sucastou experimentov bolo tiez
stanovenie optickych vlastnosti pripravenych nanocastic a sledovanie vplyvu spdsobu ich
pripravy na zmenu tychto vlastnosti.

Roztoky nanocastic boli pripravené pri teplote 25°C zo zasobného roztoku latky (2). Tvorba
nanocastic prebieha procesom samousporiadavania. Tato metdda spociva v tom, Ze nanocastice
vzniknu vyzrazanim zapri¢inenym nahlym narastom mnoZzstva rozpustadla, v ktorom latka uz
nad’alej nie je rozpustna. Zasobnym roztokom je v tomto pripade skimané latka v THF, Cize
hydrofobna zlucenina v nepolarnom rozpustadle. Polarnym rozptstadlom je voda. Roztok sa
tak za staleho mieSania vpravil do vel'kého mnozstva vody a tym doslo k tvorbe nanocastic.
Miesanie roztokov prebiehalo na magnetickej miesace Big Squid IKAMAG — IKA (BioTech a.s.)
po dobu 5 minut. Kazdy roztok nasledne podliehal sonifikacii po dobu 5 min. Dalej boli roztoky
1 az 3 prefiltrované cez strickackovy filter s priemerom porov 0,45 um z redukovanej celulozy,
aby sa zamedzilo pripadnej pritomnosti agregatov s va¢simi rozmermi.

Pre takto pripravené roztoky nanocastic boli stanovené priemerné hodnoty velkosti
nanocastic a hodnoty polydisperzného indexu pomocou koloidného DLS analyzétoru ZetaSizer
Nano ZS, (Malvern Panalytical). Absorpéné spektra boli zhotovené na UV-Vis
spektrofotometri Cary 50 Probe (Varian). A fluorescen¢né spektra spolu s kvantovymi
vytazkami namerané na luminiscencnom spektrometri Fluorolog (HORIBA Scientific)
a vypocitané v programe OriginLab. Parametre merania boli stanovené na zaklade predoslych
skusenosti s meranim fluorescenénych spektier nanocastic v ramci bakalarskej prace [92].
Postup stanovenia kvantového vytazku je rovnaky ako v pripade zasobnych roztokov a je
popisany v kapitole 3.2.2.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Charakterizacia skimanych materialov
4.1.1 Stanovenie absorp¢nych spektier a stability

Absorp¢né spektra skiimanych latok (1) az (3) sa nachadzaju na obrazku 9. Jedna sa o spektra
zasobnych roztokov s ktorymi sa vpraci dalej pracovalo. Hodnoty absorbancie su
normalizované, tak aby maximum bolo rovné hodnote 1. Skumané roztoky mali zltozelené
sfarbenie, ¢omu odpoveda aj poloha absorp¢nych spektier. Latka (1) je charakteristicka
vyraznym absorpénym pikom s absorpénym maximom Amax pri vlnovej dizke 410 nm. To
odpoveda pozicii prechodu elektronu medzi najvyssim obsadenym molekulovym orbitdlom
vsetkych prechodov je ovplyvnena charakterom prostredia, v ktorom sa chromofor nachadza.
V tomto pripade je prostredie tvorené rozpustadlom THF. Preto za pouzitia iného rozpustadla
mozZeme oCakavat’ bud’ batochromny (erveny) alebo hypsochromny (modry) posun maxima.
Z grafu je zrejmé, ze spektrum ma d’alSie absorpéné maximum, ktoré sa nachadza niekde okolo
hodnoty 300 nm. Tento absorpény pas, je typicky pre vSetky molekuly, ktoré majii podobnt
Struktiru ako skiimané latky. Jedna sa o elektronovy prechod z—z*. V rdmci prevedenych
experimentov, nie je tento elektronovy prechod nijako zaujimavy. Spektrum v oblasti vinovych
dizok 250-300 nm je zat'azené vysokym Sumom, ktory je do spektra vneseny korekciou signélu
na blank.

Latka (2) sa od latky (1) 1isi svojou Struktirou. Zmena Struktiry mé za nasledok zmenu
energie potrebnej Kk prechodu elektronov medzi HOMO aLUMO, ¢o sa prejavuje
batochromnym posunom maxima o priblizne 15 nm. Z toho vyplyva, Ze energia potrebna na
tento prechod je nizsia ako tomu je v pripade latky (1). Absorpéné maximum sa nachadza pri
vinovej dizke 425 nm. Tento absorpény pik je $irsi ne v pripade latky (1), Gomu odpoveda
zlozitejsia Struktura latky (2). Tak isto ako v pripade spektra latky (1), aj tu je viditeIny naznak
toho, Ze spektrum ma druhé lokélne maximum niekde do 300 nm. Toto maximum vsak nebolo
mozné spol’ahlivo urcit’ z dovodu vysokého Sumu pozadia.

S prihliadnutim na podobnost’ Struktury latky (3) a latky (2) by bolo mozné predpokladat,
7e absorpcné maxima budt vel'mi podobné. Meranie absorbancie vSak preukézalo, Ze poloha
absorpéného maxima latky (3) sa nachadza na hodnote 398 nm. Co odpoveda hypsochromnemu
posuvu vzhl'adom k latke (2) o takmer 27 nm. Avs$ak pri priprave zasobného roztoku latky (3)
bolo zrejmé, Ze latka ma vel'mi zlu rozpustnost’ v THF. Aj po niekol’kondsobnom zriedeni
roztok stale vykazoval mierny zakal po oziareni svetlom, ¢o znamena, Ze sa nejednalo o pravy
roztok ale o koloidny roztok. Z toho dévodu je mozné predpokladat’, ze pri merani absorbancie
bude dochadzat’ k rozptylu Ziarenia na Casticiach pritomnych v roztoku. To sa aj prejavilo na
absorpcnom spektre. Je viditeI'né, Ze absorbancia nadobuda nenulové hodnoty na v priebehu
celeho spektra. Aj napriek tomuto sa s latkou (3) pokracovalo v experimentoch d’ale;.
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Obrazok 9: Absorpcné spektra latky 1 az 3 v THF

Doélezitou vlastnostou pripravenych roztokov je ich stabilita. Ako parameter
charakterizujdci stabilitu bola v tomto pripade ur¢ena zmena absorbancie. Zmena absorbancie
roztokov la az 3¢ bola sledovana po dobu 5 dni. Zo ziskanych dat viditenych na obrazku 10
je zrejmé, ze roztoky latky (1) sa vyznacuji vybornou stabilitou po celi dobu experimentu.
Tvar spektier a poloha maxima absorbancie na konci bola rovnaka ako na zac¢iatku. Pripadné
odchylky ~ mohli byt  spdsobené  kazdodennou  manipulaciou s roztokmi.
U najkoncentrovanejSieho roztoku je mozné sledovat’ mierny narast asborbancie. To mdze byt’
spOsobené tym, Ze pocas celého priebehu experimentu mohlo ddjst’ k odpareniu casti
rozpustadla THF, ¢o malo za nasledok zakoncentrovanie roztoku a tak postupné zvysenie jeho
absorbancie.

Merania stability latky (2) su zobrazené na obrazku 11. Zo ziskanych dat je zrejmé, Ze latka
(2) nevykazuje vysok stabilitu vo forme roztoku. Na absorpénych spektrach z jednotlivych dni
bolo mozné sledovat’ ibytok chromoforu zodpovedného za absorpciu pri 425 nm. Spolo¢nym
znakom pre roztoky 2a az 2¢ na konci experimentu bol vyrazny hypsochromny posun maxima
absorbancie o takmer 35 nm a to na hodnotu Zmax 390 nm. To mo6ze byt spdsobené tym, ze latka
v roztoku podliehala degradécii. Za zmenu absorpéného spektra tak mozu byt zodpovedné
produkty tejto degradacie. Z tohto dévodu, bol pred kazdym nasledujucim experimentom
pripraveny novy zasobny roztok latky (2) a aj séria roztokov 2a az 2c.

V pripade latky (3) bola opét’ sledovana stabilita pocas celého experimentu. Namerané data
sU zobrazené na obrazku 12. Rovnako ako v pripade latky (2) bol pozorovany uUbytok
absorbancie. V tomto pripade bol ubytok miernejsi a absorpéné maximum ostalo nezmenené.
Hodnoty absorbancie mézu byt ale skreslené z dévodu pretrvavajuceho zakalenia skimanych
roztokov.
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Obrazok 12: Meranie stability roztokov 3a az 3c ldtky (3). Hodnoty absorbancie pri vinovej dizke
398 nm

4.1.2 Jednofotonova excitacia a fluorescencia

Excitacné, emisné a absorpéné spektrum pre latku (1) sa nachadza na obrazku 13. Zobrazené
data st normalizované. Emisné spektrum sa v tomto pripade vyznacuje pritomnostou maxima
pri vinovej dizke 490 nm a 470 nm. Jedné sa o elektrénové prechody zo zékladnej hladiny
prvého excitovaného stavu do roznych vibra¢nych hladin zakladného stavu pri fluorescencii.
Po absorpcii fotonov excitovany fluorofor rychlo podstupuje relaxaciu (tzv. vibra¢na relaxacia)
Vv tomto pripade fluorescencia, teda postupujii od najnizsej vibracnej hladiny excitovaného
stavu. Pravdepodobnost’ navratu elektronu z excitovaného stavu do konkrétnej vibracnej
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hladiny zakladného stavu zalezi od miery prekrytia vlnovych funkcii medzi jednotlivymi
energetickymi stavmi. To ze su v pripade latky (1) tieto prechody do malej miery rozliSené, ma
pravdepodobne za nasledok interakcia excitovaného stavu molekuly s okolitym prostredim
a samotna Struktara molekuly. Jedna sa o rigidnu molekulu s plandrnou Struktirou. Emisné
spektrum bolo stanovené v rozmedzi vinovych dizok 420-800 nm pri excitatnej vlnovej dizke
410 nm. Maximum excitacného spektra sa nachadza tiez pri 410 nm, ¢o odpovedd maximu
absorbancie. Tato hodnota zodpovedd hodnote jednofotdnovej absorpcie stanovenej M.
Drobizhevom aspol. pre tuto latku [89]. Stokesov posun ma hodnotu 80 nm. Absorpéné
a excitacné spektrum su si vel'mi podobné. Na excitanom spektre je uz jasne rozoznatelny
druhy pik pri 300 nm. Tento pik je rovnako ako v pripade absorp¢ného spektra typicky pre
molekuly s konjugovanym systémom dvojitych vazieb a prechodom z—z*. Tento prechod
vyzaduje vysoku energiu a je pomerne malo intenzivny. To, Ze tento pik nie je pritomny
V emisnom spektre znamena, ze nedochadza k emisii Ziarenia excitovaného stavu z energetickej
hladiny odpovedajicej tomuto prechodu. Pravdepodobne sa jedna o prechod z hladiny So
do hladiny S,. V excitovanom stave dochadza k vnutornej konverzii zo stavu Sz do stavu Sy,
z ktorého naslednd deexcitdcia je sprevadzand emisiou ziarenia. Pritomnostou fluoroforu
Vv roztoku rozpustadla sa podrobna vibra¢na Struktura spravidla strati a spektra sa javia ako
Siroké pasma. Z tohto dovodu spektra nie st svojim zrkadlovym odrazom ako tomu moze byt
u jednoduchsich fluorofor. U latky (1) bol experimentilne stanoveny kvantovy vytazok
fluorescencie v THF ato 84 + 2 %.

Normalizované excitacné, emisné a absorpéné spektrum pre latku (2) sa nachadza na
obrazku 14. Maximum emisného spektra sa nachadza priblizne pri 525 nm. Latka (2) ma
v porovnani s latkou (1) zlozitej$iu Strukturu, ¢omu odpoveda aj tvar emisného spektra. Emisné
spektrum je tvorené jednym Sirokym pikom, presne tak ako by mohlo byt’ o¢akdvané. Emisné
spektrum bolo stanovené v rozmedzi 450-800 nm pri excitatnej vlnovej dizke 425 nm.
Maximum excitaéného spektra sa nachadza pri rovnakej vinovej dizke ako maximum
absorbancie. Latka je charakteristickd pomerne vyraznym Stokesovym posunom a to 100 nm.
Rovnako ako v pripade latky (1), je aj v exctiatnom spektre latky (2) pritomné druhé excitaéné
maximum pri 295 nm. Pritomnost’ tohto maxima opét’ odpoveda pritomnosti konjugovaného
systému dvojitych vézieb a jednad sa preto pravdepodobne o prechod So do S.. Kvantovy
vytazok latky v THF bol stanoveny na hodnotu 98 + 5 %, ¢o je takmer o 14 % viac ako tomu
je vpripade latky (1). Latka (2) rovnako ako latka (1) sa vyznaCuje vysokou hodnotou
kvantového vytazku fluorescencie. VysSia hodnota kvantového vytazku latky (2) je
pravdepodobne zapric¢inend rozdielnou Strukturou. Latka (2) sa vyznacuje dlh§im systémom
konjugovanych dvojitych vézieb arelativnou planaritou. V ramci molekuly nedochadza
k stratam energie excitovaného stavu a tak je kvantovy vytazok vyssi.

Jednotlivé spektra pre latku (3) st znazornené na obrazku 15. Maximum emisného spektra
sa nachadza pri 535 nm, ¢o je vel'mi podobné latke (2). To je pravdepodobne sposobené vel'kou
podobnostou ich molekularnej Struktury. Emisné spektrum je rovnako aj v tomto pripade
tvorené jednym Sirokym pikom a bolo stanovené v rozmedzi 420-800 nm, pri excitaénej
vinovej dizke 398 nm. Maximum excitaéného spektra pri 403 nm v tomto pripade nie je zhodné
S maximom absorpéného spektra. To moze byt sposobené rozdielnym spdsobom stanovenia
tychto spektier a rozdielneho vplyvu zakalenia roztoku pozorovaného uz od jeho pripravy.
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Na skresleni tvaru absorpéného spektra sa prejavil rozptyl svetla na Casticiach zodpovednych
za zakalenie roztoku. Rovnako ako v pripade latky (1) a (2) aj latka (3) ma relativne intenzivny
pik pri vinovej dizke 288 nm, ktory je charakteristicky len pre energeticky prechod
zo zakladného stavu do stavu excitovaného. Z dévodu zlej rozpustnosti nebolo mozné
spol'ahlivo urc¢it’ hodnotu kvantového vytazku fluorescencie latky (3).

V tomto experimente bol pozorovany vplyv rozdielnej Struktiry skiimanych derivatov na ich
optické vlastnosti. Bolo preukazané, ze predizeny « konjugovany mostik latky (2) oproti latke
(1) ma vplyv na energiu HOMO a LUMO. Doslo zrejme k znizeniu energetického rozdielu
medzi tymito dvomi orbitdlmi. Excita¢né maximum latky (2) sa posunulo smerom k vyssej
vlnovej dizke, ¢o ma za nasledok intenzivnejiu excitaciu pri nizSej energii excita¢ného
ziarenia. Naopak u latky (3) bol pozorovany posun absorpéného pasu smerom k nizSim
vinovym dizkam. To je zapri¢inené vi¢Sou odchylkou od planarity molekuly sposobenej
pritomnost'ou vic¢siecho mnozstva fenylovych substituentov na 7 mostiku. Zmena planarity
moze mat’ za nasledok zmenu elektronovej Struktary v excitovanom stave a zhorsenie presunu
elektronov pozdiz = mostiku. To sa prejavi zvysenim energetického rozdielu medzi HOMO
a LUMO a tak k zvySeniu potrebnej energie k excitacii.
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Obrézok 13: Emisné, excitacné a absorpcné spektrum latky (1)
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Obrézok 15: Emisné, excitacné a absorpcné spektrum latky (3)

4.1.3 Dvojfoténova excitacia a emisia

Dvojfotonové excitaéné a emisné spektrum latky (1) sa nachadza na obrazku 16. Dvojfotonové
excitacné spektra st kvoli prehladnosti umiestnené na vedlajsiu os. V pripade skimanych
derivatov sa predpokladd, Ze dvojfotonové excitatné spektrum (TPEx) by malo mat’ podobny
tvar ako jednofotonové excitaéné spektrum (OPEx), pricom maximu by sa malo nachadzat
u vyssej vinovej dizky, pretoze energia fotonov potrebnych na dvojfoténovi absorpciu je
polovi¢na. Fluorescencné spektrum zapric¢inené dvojfotonovou absorpciou (TPEm) by malo
byt zhodné s jednofotonovo excitovanym fluorescenénym spektrom (OPEm). Je tomu tak
preto, Ze nezalezi na spOsobe excitacie, pri deexcitacii fluoroforu dochadza k prechodu
elektronov z excitovaného stavu do zakladného stavu rovnakym spésobom. Ako je mozné na
nameranych datach vidiet, spektra st si velmi podobné. Maximum jednofotonovej
fluorescencie pre latku (1) je pri 490 nm. Maximum dvojfotonovej fluorescencie je pri vinovej
dizke 497 nm. Rozdiel je sposobeny reabsorpciou emitovaného Ziarenia v pripade TPEm. Na
nameranych datach pre OPEm v kapitole 4.1.2 je mozné vidiet, Ze excitacné a emisné spektrum
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latky (1) sa navzajom prekryva. Preto ¢ast emitovaného Ziarenia pri niz$ej vlnovej dizke je
absorbovana okolitymi fluoroformi este predtym ako vobec dorazi k detektoru atak ma
spektrum odli$ny tvar. To do akej mieri sa reabsorpcia prejavi na vyslednom emisnom spektre
zalezi na technickom prevedeni experimentu, naprikad od polohy miesta excitacie od steny
kyvety a od koncentracie fluoroforov. TPEx spektrum bolo stanovené v rozmedzi
740-1000 nm. Z nameranych dat vyplyva, ze maximum dvojfotonového excitaéného spektra
sa nachadza mimo rozsahu detekcie. Na zaklade udajov ziskanych Feng He aspol. sa
dvojfotonové excita¢né maximum latky (1) v roztoku toluénu nachadza pri hodnote 490 nm
[54]. Na zaklade toho je mozné predpokladat’, ze maximum TPEx spektra v THF sa bude tiez
nachadzat niekde pod 740 nm. Z dévodu limitacie laserovej aparatiry, nie je mozné
zaznamenat' spektrum o nizSej vlnovej dizke ako 740 nm. Je preukdzané, Ze poloha
dvojfotonového excitatného spektra zalezi na vlastnostiach prostredia, tvoreného najméi
molekulami rozpustadla [90]. Mo6zeme ale predpokladat’, Ze tvar dvojfotonového excitaéného
spektra bude s velkou pravdepodobnost'ou odlisny od toho jednofotonového. Je tomu tak preto,
Ze pri absorpcii dvoch fotonov méze dojst’ k elektoronovému prechodu, ktory je dovoleny len
pre dvojfotonovd absorpciu. Tento prechod je tak zastUpeny pikom pritomnym len
Vv dvojfotonovom excitatnom spektre.

Dvojfotonové excitaéné aemisné spektrum latky (2) je znazornené na obrazku 17.
Jednofotonové a dvojfotonové fluorescencné spektra su si opat” velmi podobné. Maximum
jednofotonovej fluorescencie pre latku (2) sa nachadza pri 525 nm. Maximum dvojfotonovej
fluorescencie je pri 544 nm. Je mozné sledovat’ rovnaky trend ako v pripade latky (1), kedy je
Cast’ fluorescenéného spektra reabsorbovana a maximum je tak posunuté k va¢sim vinovym
dizkam. Excita¢né spektrum bolo aj v tomto pripade stanovené v rozmedzi 7401000 nm. Z dat
vyplyva, Ze maximum excita¢ného spektra sa nachaddza mimo rozsahu merania. Zo ziskanych
dat je ale naro¢né urcit, ¢i sa vicSina excitatného spektra nachadza v rozsahu merania, alebo
sa jednd len oSum na okraji excitatného spektra. Pretoze maximum jednofotonového
excitatného spektra sa nachddza pri 425 nm (oproti 410 nm pre latku (1)), mdzeme tak
predpokladat, Ze dvojfotonové excitacné spektrum by malo byt posunuté prave k vysSim
vinovym dizkam v porovnani s excitaénym spektrom latky (1).

Namerané spektra pre latku (3) si na obrazku 18. Emisné spektrum je do zna¢nej mieri
zatazené Sumom pozadia. Maximum emisie je vtomto pripade zhodné tak ako pre
jednofotonovd, tak ja dvojfoténovu fluorescenciu ato pri 535 nm. Emisné spektrum ma
pritomny aj druhy pik priblizne pri vinovej dizke 700 nm. Z dat vyplyva, ze v pripade latky (3)
dochadza k minimalnej odozve na dvojfotonovd exciticiu. Jednym z dévodov moze byt aj
nizka rozpustnost’ latky (3) v THF a tym sp6sobeny zékal roztoku.

Ciel'om experimentu bolo pozorovat’ dvojfotonové excitaéné spektra latok (1) z (3) a vplyv
ich Struktiry na intenzitu fluorescencie a ich polohy v porovnani s jednofotonovymi spektrami
danych latok. Z nameranych dat vyplyva, ze latky (1) a (2) vykazuji fluorescenciu po
dvojfotonovej absorpcii. U latky (3) sa to nepodarilo preukazat, pretoze ziskané data su
nedostatocnym ddkazom. Pozorovanie emisnych spektier poukdzalo na vplyv reabsorpcie pri
zaznamenavani fluorescencie. To je zrejme zapric¢inené relativne vysokou koncentréaciou
meranych roztokov. AvSak v dosledku nizkej intenzity fluorescencie by nemalo zmysel d’alej
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roztoky riedit’ a zniZovat tak koncentraciu. Dalej bol tiez pozorovany posun TPEx spektra latky
(2) k vys$8im vlnovym dizkam oproti latke (1). Predpokladalo sa, Ze maximum bude posunuté
k takej vlnovej dizke, Ze ho bude mozné zaznamenat’ za pouZitia dostupnej laserovej aparatdry.

Z nameranych dat vsak nie je mozné s urcitost’ou tvrdit, ¢i sa to podarilo alebo nie.
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Obréazok 16: Dvojfoténové excitacné (TPEx) a emisné (TPEm) spektrum latky (1) v porovnani
s jednofotdnovym emisnym spektrom (OPEm) a excitacnym (OPEx) spektrom
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Obréazok 17: Dvojfotonové excitacné (TPEx) a emisné (TPEm) spektrum latky (2) v porovnani
s jednofotdnovym emisnym spektrom (OPEm) a excitacnym (OPEx) spektrom
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Obréazok 18: Dvojfotonové excitacné (TPEx) a emisné (TPEm) spektrum latky (3) v porovnani
s jednofotdnovym emisnym spektrom (OPEm) a excitacnym (OPEx) spektrom

4.1.4 Intenzitné merania a stanovenie dvojfotonového absorpéného prierezu

Priebeh TPEm ma kvadraticky charakter, to znamena Ze intenzita fluorescencie rastie s druhou
mocninou intenzity dopadajuceho ziarenia. Ak po logaritmovani nameranych dat a ich vyneseni
do grafu pozorujeme linedrnu zavislost' so smernicou vzniknutej priamky rovnou hodnote 2,
tak sa jedna o dvojfotonovo excitovant fluorescenciu. Skimanymi latkami boli roztoky la az
3c. Parametre merania rovnako ako informéacie o laserovej aparatlre su uvedené v kapitole
3.2.3. Kazdé meranie pozostavalo z 500 opakovani a to za uc¢elom zvySenia pomeru signal-Sum.
TPEm spektra boli zaznamenavané po dobu 100 ns. Kazdy datovy bod predstavuje emisné
spektrum excitované pri urCitej intenzite excitaéného ziarenia. Takto ziskané data boli
spracovane prostrednictvom program OriginLab.

Intenzitné merania dvojfotonovej fluorescencie pre latku (1) sa nachadzaju na obrazku 19.
Pre skiimané roztoky la az 1c bola zostrojena zavislost’ logaritmu intenzity fluorescencie na
logaritme intenzity excita¢ného Ziarenia.. Zo ziskanych dat vyplyva, Ze pre roztoky la a 1b
namerand zavislost’ nevykazuje zavislost’ charakteristicka pre dvojfoténovu fluorescenciu. To
je spdsobené ich vysokou koncentraciou a teda vysokym vplyvom reabsorpcie. So zniZzujicou
sa koncentraciou mozeme sledovat zmenu hodnoty smernice zavislosti a priblizujicej sa
k hodnote 2. U najmenej koncentrovaného roztoku 1c je rovnica linearnej regresie ziskana
z programu EXCEL y = 1,62x + 16,33, o sa najblizsie priblizuje ocakavanej hodnote smernice
zavislosti.

Intenzitné merania pre roztoky 2a az 2c latky (2) reprezentuje obrazok 20. Opét’ je mozné
sledovat’" podobny trend ako v pripade latky (1). Linedrna zavislost' pre roztok 3c je
y = 1,65x + 16,93. Z doposial’ spracovanych dat, je zrejmé, Ze nizSia koncentracia je vhodnejsia
pre urCenie dvojfotonovej fluorescencie.
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Data pre skimané roztoky latky (3) sa nachadzaju v obrazku 21. V tomto pripade sa pre
najmenej koncentrovany roztok nepodarilo zaznamenat’ Ziadne udaje o fluorescencii. Intenzita
fluorescenéného signalu bola prili§ nizka. Je zrejmé, ze v pripade roztokov 3a a 3b dochadza
Vv urcitej miere k zaznamenaniu nelinearneho optického procesu. Intenzita fluorescenéného
signalu rastie nepriamoumerne intenzite excitacného ziarenia. To, Ze nepozorujeme v tomto
pripade jednozna¢nu kvadraticki zavislost’ ma zrejme na svedomi rozptyl svetla pritomny
Vv roztokoch latky (3) od zadiatku experimentov a tiez opat’ jav reabsorpcie. Excita¢ny a aj
fluorescencny signal je do urcitej miery rozptyleny na koloidnych casticiach pritomnych
V roztoku.
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Obréazok 19: Intenzitné merania pre roztoky la az 1c latky (1)
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Obréazok 20: Intenzitné merania pre roztoky 2a az 2c latky (2)
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Obréazok 21: Intenzitné merania pre roztoky 3a a 3b latky (3)

Na zéklade ziskanych dat z predchadzajicich experimentov bolo zistené, ze najvhodnejsie
roztoky na stanovenie dvojfotonového absorpéného prierezu st roztoky lc a 2c. Jedna sa
0 najmenej koncentrované roztoky. Za uc¢elom potlacenia reabsorpcie boli upravené podmienky
experimentu. V tomto pripade bolo ohnisko, v ktorom dochadza k dvojfotdénovej absorpcii
posunuté blizsie k stene kyvety. Vzdialenost’ od steny kyvety bola v tomto pripade okolo 1 mm.
Vysledky tohto experimentu je mozné vidiet’ na obrazku 22. V pripade roztoku 1c latky (1) bola
takto ziskana zavislost y=1,92x+ 18,71. V pripade roztoku 2c latky (2) to bolo
y =1,98x + 17,95. Takto ziskané tidaje jednoznacne potvrdzuju dvojfotonova absorpciu latky
(1) aj (2). Chybové tisecky v nameranych datach znacia vysoky rozptyl intenzity excitaéného
Ziarenia, aj napriek tomu, Ze kazdé meranie pozostavalo z 500 opakovani.
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Obrazok 22: Graf zavislosti fluorescencie indukovanej dvoma fotonmi na intenzite excitacnych
impulzov pre roztok 1c a 2c po Uprave parametrov merania
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Na zéklade rovnice (6) v kapitole 3.2.3 bol vypocitany dvojfotonovy absorpény prierez pre
latky (1) a (2). Pre tento vypocet boli zostrojené zavislosti intnenzity fluorescencie Ir na druhej
mocnie priemeru vykonu laseru P? pre roztoky 1c a 2c, ktoré sa nachadzaju na obrazku 23.
Rovnice linearnej regresie boli vypocitané pomocou programu EXCEL. Rovnica priamky pre
roztok 1c matvar y = 1,48-10"-mW>x + 198779 a pre roztok 2c y = 1,30- 10> mW>x - 4782.,5.
Hodnota dvojfotonového absorpéného prierezu (dtea) latky (1) bola zistend z literatury a bola
pouzita ako referencia [89] pre vypocet drpa latky (2). Vypocitané hodnoty dtpa Sa nachadzaju
Vv tabul’ke 4.

3,0E+06 A - 6,0E+05
y = 1,48E+07x + 198779
R2 = 0,9288 .
2.4E+06 - r 5.0E+05
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,OE+ 1 y=1, +00X - '
R2 = 0,9682 x2c [ 1L.OE+05
0,0E+00 : : : : : : : 0,0E+00
0 0,05 0.1 0,15 02 0,25 03 035 04
lexny [MW2]

Obrézok 23: Zavislost intenzity fluorescencie I na druhej mocnie priemeru vykonu laseru P? pre
roztoky 1c a 2c

Tabulka 4: Hodnoty dvjofoténového absorpcného prierezu (dtea), dvojfotonového emisneho prierezu
(01ee) @ vinovej dizky maxima TPEm spektra (Zmax)

Latka Amax [nm] otra [GM] otre [GM]
(1) 497 1900 1596
) 544 46 45

Ciel'om tohto experimentu bolo stanovenie dvojfotonového absorpéného prierezu pre latky
(1) az (3). Podarilo sa vsak stanovit’ dtpa len pre latky (1) a (2). Na stanovenie otpa latky (3)
nebolo mozné experimentalne ziskat’ vhodné data. Experimentalne uréenad velkost’ dtpa pre
latku (1) ma hodnotu 1900 GM apre latku (2) 46 GM. Na zaklade teoretickych znalosti
a Struktary latky (2) bola predpokladana vyssia hodnota dtpa ako Vv pripade latky (1). To sa zial
prostrednictvom prevedenych experimentov nepodarilo dokazat’. Nizka hodnota drpa latky (2)
mé pravdepodobne slvis s niZSou intenzitou dvojfotonovej fluorescencie ako v pripade latky
(1). Moznym dévodom takéhoto vysledku je vyber nevhodnej metody stanovenia dtpa pripadne
nevhodnym nastavenim laserovej aparatiry a jednotlivych parametrov merania. Taktiez je
mozné, 7e pri manipulacii s vzorkami do$lo k zavedeniu chyby do experimentu. Dal§im
moznym dovodom je to, Ze meranie intenzitnych spektier, z ktorych bol uréeny otpa,
neprebiehalo v jeden den, ale s odstupom niekolkych dni. Latka (2) sa uz od pociatku
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vyznacovala nizkou stabilitou v roztoku THF. Je preto mozné, ze aj napriek priprave cerstvych
roztokov pred kazdym meranim, ziskané data neodpovedaju pdvodnej latke (2), ale naopak
nejakému jej degrada¢nému produktu. To ¢i sa jedna o chemickd alebo inu degradaciu nie je
mozn¢é zo ziskanych dat spol'ahlivo urcit’.

4.2 Charakterizacia nanocastic

Na zaklade predoslych vysledkov (najmi vyssieho kvantového vytazku fluorescencie) bol na
pripravu nanocastic zvoleny roztok latky (2). Excita¢né a fluorescencné spektra roztoku
nanocastic su zobrazené na obrazku 24. Fluorescen¢né spektrum bolo zaznamenané v rozsahu
425-800 nm pri excitatnej vlnovej dizke 412 nm. Fluorescenéné spektrum je charakteristické
rozoznatel'nou vibra¢nou Struktirou s maximami pri 514 a 548 nm. Tieto piky odpovedaju
energetickym prechodom zo zékladnej hladiny excitovaného stavu do rozli¢nych vibra¢nych
hladin zakladného stavu. Takéto rozliSenie vibra¢nej Struktary je pozorovatelné pre latku (2) aj
vo forme roztoku v THF. V tom pripade vibraény prechod pri niz$ej vlnovej dizke tvori len
rameno na okraji spektra. Z toho vyplyva, Ze poloha a vzdjomna intenzita tychto pikov ma savis
S tvorbou nanocastic vo vodnom prostredi. Pri vzniku nanocastic dochadza k tomu, Ze sa zmeni
charakter prostredia, ktoré obklopuje jednotlivé fluorofory. Zmena vlastnosti okolitého
prostredia, najma jeho polarity, ma vplyv na tvar a polohu emisného spektra..

Absorpéné spektrum ma vyrazné maximum pri 415 nm a druhé menej vyrazné pri hodnote
vinovej dizky 306 nm. Pritomnost’ druhého piku pri nizsej vinovej dizke len v absorpénom
spektre naznacuje, ze sa opidt jednd o energeticky prechod spojeny s pritomnostou
aromatickych jadier a konjugovaného systému dvojitych vazieb zo zé&kladného stavu na
excitovany stav. Jedna sa o prechod z—=z*. Na absorpénom spektre je mozné sledovat’ podobny
trend ako tomu bolo v kapitole 4.1.1 u roztoku latky (3). Kedy je spektrum v celom svojom
rozsahu povysSené a zatazené Sumom. V tomto pripade sa jedna tiez o rozptyl svetla na
Casticiach v roztoku, pretoZe sa jedna o koloidny roztok. To méZze komplikovat’ stanovenie
kvantového vytazku fluorescencie.

Velkost” pripravenych nanocastic bola urend metdodou dynamického rozptylu svetla.
Distribucia velkosti nanocastic je zobrazena na obrazku 25. Meranie prebiehalo v
jednorazovych plastovych kyvetach. Pred meranim bol roztok temperovany na teplotu 21,5°C,
¢o priblizne odpovedalo teplote v laboratoriu. Meranie vel'kosti nanocastic pozostavalo z 10
opakovanych merani s dizkou 5 mintt. Ziskavanie dat prebicha na zaklade sledovania
Brownovho pohybu ¢astic v roztoku. Tento typ pohybu Castic je ovplyvneny teplotou okolitého
prostredia, preto je dolezité dbat’ pri takomto merani na nastavenie spravnej teploty merania.
Z doévodu minimalizacie vplyvu necistot na presnost merania bolo meranie prevadzané vo
vzdialenosti 1 mm od steny kyvety. Takymto sposobom bola stanovena priemerna velkost
Castic a to 178,0 nm.
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Obrazok 24: Absorpcné a emisné spektrum roztoku nanocastic latky (2)
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Obréazok 25: Distribucia castic pre roztok nanocastic latky (2)

4.2.1 Normalizacia pripravy nanocastic

Na vlastnosti pripravenych nanoc¢astic ma vplyv mnoho faktorov. V tomto experimente bol
pozorovany vplyv rychlosti mieSania suspenzie na velkost’ pripravenych nanocastic a ¢i je
mozné sa u takéhoto roztoku zbavit’ nadmernych agregatov jednoduchou filtraciou.. Preto boli
pripravené 4 roztoky nanocastic liSiace sa spdsobom pripravy. Priprava roztokov je popisana
tabul’ke 5. Pri tomto experimente boli pocas pripravy roztoky 1 a 2 mieSané rychlostou 500
otacok za minutu aroztoky 3 a4 rychlostou 1300 otacok za minatu. Z nameranych dat
z predchadzajuceho experimentu je zrejmé, Ze pripraveny roztok obsahuje mnoho rozli¢nych
velkosti nanocastic s priemerom od 100 do 500 nm. Zo snahy o znizenie polydisperzity
systému, boli roztoky nanocastic 1 az 3 boli prefiltrované cez striekackovy filter z redukovanej
celulozy s velkostou porov 0,45 um. Roztok ¢islo 1 bol naviac ponechany v digestore po dobu
24 hodin z dévodu odparenia prebytoéného THF pritomného v roztoku po priprave. Nasledne
bol sledovany vplyv odparenia tohto rozpustadla na vlastnosti roztoku.
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Tabulka 5: Parametre pripravy jednotlivych roztokov nanocastic z latky (2), kde V je celkovy objem
suspenzie, V; je objem zasobného roztoku latky (2), Vv je objem rozpustadla (vody), f charakterizuje
rychlost miesania na magnetickej miesacke pre jednotlivé roztoky.

Roztok | V [ml] V; Vv f Poznamka Filtracia
[rpm]
1 10 0.2 08 500 Odparenie THF v digestore Ano
(24h)
2 10 0,2 9,8 500 Meranie ihned’ po priprave Ano
3 5 0,1 49 1300 Meranie ihned’ po priprave Ano
4 5 0,1 4,9 1300 Meranie ihned’ po priprave Nie

Absorp¢né spektra pripravenych roztokov sa nachadzaja na obrdzku 26. V pripade vsetkych
roztokov sa maximum absorbancie pohybovalo okolo hodnoty 415 nm. Pre porovnanie
absorpéné maximum latky (2) v podobe roztoku v THF sa nachadza pri hodnote 425 nm.
Vsetky roztoky boli pripravené zrovnakého pomeru vody azasobného roztoku THF.
Z nameranych dat je zrejmé, ze absorbancia roztokov nanocastic 1 a 2 je vyrazne nizSia ako
roztokov 3 a4. Pri priprave tychto roztokov bola suspenzia nanocastic mie$ana pri nizsej
rychlosti. To pravdepodobne viedlo K vytvoreniu rozmernejSich agregatov, ktoré boli pri
néslednej filtracii z roztoku odstranené, ¢o sa prejavilo na vyrazne nizsej absorbancii. V pripade
roztoku 1 nemalo odparenie rozpustadla zasadny vplyv na velkost’ vzniknutych nanocastic.
Priemerna velkost’ nanocastic v roztoku (1) bola po filtracii uréend na hodnotu 114,0 nm.
Roztok 1 ani po 24 hodinach nevykazoval vy$Siu mieru agregacie nanocastic ako roztok 2.
Roztok 2 bol po filtracii na pohl'ad ¢iry a bezfarebny s minimalnou hodnotu absorbancie.
Priemerna velkost’ nanocastic v roztoku bola uréena na 129,3 nm.

Roztok 3 a 4 boli pripravené pri vyraznom mieSani suspenzie. To sa prejavilo na vel'kosti
pripravenych nanocastic, kedy aj napriek tomu, Ze roztok 3 bol prefiltrovany, jeho absorbancia
klesla v porovnani sroztokom 4 iba priblizne o018 %. Ztoho vyplyva, Ze mnoZstvo
odfiltrovanych Castic zodpovednych za absorbanciu bolo minimalne. Priemerné velkost’ Castic
pre roztok 3 bola stanovena na 106,7 nm a pre roztok 4 len 102,6 nm. Aj napriek tomu, Ze bol
roztok 3 prefiltrovany ihned’ po priprave, filtricia nemala Ziadny vplyv na zniZenie priemeru
Castic v roztoku, v porovnani s roztokom 4.

Z nameranych dat teda vyplyva, Ze je vyhodné pripravovat’ suspenziu nanocastic z latky (2)
pri intenzivnom mieSani a nasledna filtracia vobec nie je potrebna. Vel'kost’ nanocastic zohrava
dolezita rol'u najma pri ich vyuziti v biomedicine.
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Obréazok 26: Absorpcné spektra roztokov nanocastic 1 az 4 latky (2) po priprave a filtracii

Pre roztoky 1 az 4 bolo nésledne stanovené aj emisné spektrum ako sicast’ stanovenia
kvantovych vytazkov fluorescencie. Emisné spektra sa nachadzajii na obrdzku 27. Spektrum
odpovedajuce roztoku nanocastic 1 a 2 ma odli$ny tvar ako spektrum pre 3 a 4. Spektra so od
seba navzdjom liSia r6znou intenzitou vibracnych prechodov. Bolo preukazané, Ze poloha
a vzajomna intenzita takychto prechodov v ramci nanocastic je funkciou ich velkosti [91].
V pripade skimanych roztokov to znamend, Ze nanocastice s va¢Sou vel'kostou sa vyznacuju
rozliSenej$im emisnym spektrom ako menSie nanocastice. V ramci nanocastice dochadza vo
vnutri, medzi jednotlivymi molekulami, k medzimolekulovym interakciam, ktoré mozu tiez
ovplyvnit intenzitu jednotlivych prechodov. Na rozliSeni vibra¢nej Struktiry emisného spektra
sa podiela okolité prostredie tvorené rozpustadlom. Na tvar spektra moZe mat’ opdt’ vplyv aj
reabsorpcia, ktora je zapri¢inena prienikom absorpéného a emisného spektra. Roztoky 1 a 2 sa
vyznacujui nizSou absorbanciou a z toho vyplyva, Ze maju aj nizSiu koncentraciu. Preto vplyv
reabsorpcie emitovaného Zziarenia okolitymi fluoroformi nebude tak znatel'ny ako v pripade
roztokov 3 a 4, ktorych absorbancia a teda aj koncentracia je vyssia. U roztokov 3 a 4 je Cast’
emisného spektra u nizsich vinovych dizkach ponizena o hodnotu absorbovanii prostredim este
pred prichodom Ziarenia na detektor.

Hodnoty jednotlivych emisnych maxim spolu s nameranymi hodnotami kvantovych
vyt'azkov sa nachadzaju v tabul’ke 6. Kvantové vytazky fluorescencie roztokov nanocastic boli
stanovené rovnakym spdsobom ako v pripade zasobnych roztokov v kapitole 3.2.2. V pripade
vSetkych roztokov sa kvantovy vytazok pohybuje okolo hodnoty 1 az 4 %.
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Obréazok 27: Emisné spektrd roztokov nanocastic pri excitacnej vinovej dizke 416 nm

Tabulka 6: Maximd fluorescencie pre roztoky nanocastic 1 az 4 latky (2)pri excitacnej vinovej dizke
416 nm, priemerné hodnoty velkosti nanocastic v roztokoch 1 az 4 a hodnoty kvantovych vytazkov
fluorescencie pri excitacnej vinovej dizke 414 a 416 nm.

Roztok A6 [Nnm] QY14 [%] QY16 [%0] d [nm]
1 518; 542 1,88 £ 0,01 2,02+0,01 114,0
2 513; 540 1,44+ 0,01 3,67 0,02 129,3
3 513; 542 1,36 £ 0,01 2,00 £0,01 106,7
4 513; 537 1,97 £ 0,02 2,73+0,02 102,6

Tento experiment mal za tlohu preukazat’, Ze z latky (2) je moZné pripravit’ nanocastice.

TieZ bol skimany vplyv jednoduchej modifikacie zakladného parametru pripravy na velkost
a fluorescencné vlastnosti suspenzie nanocastic. Bolo preukdzané, ze latka (2) nedisponuje

takym vysokym kvantovym vytazkom fluorescencie vo forme nanocastic ako vo forme roztoku

v THF. Tieto vysledky by mali sluzit’ ako uplny zéklad pri priprave nanocastic zo skimanych
derivatov. Vyuzitie latok (1) az (3) ako zdkladnych stavebnych zloziek luminiscencnych

nanocastic je preto témou az pre d’alSiu pracu.
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5 ZAVER

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo studium optickych vlastnosti novych 7z konjugovanych
molekal na baze latky 1,4-di(4'-N,N-difenylaminostyryl) benzénu aich potencionalnej
aplikécie ako prostriedkov pre pokrogilé zobrazovacie techniky biologickych preparatov. Dalej
tiez rozvinutie metodiky pripravy nanocastic zo skumanych latok atiez ich samotna
charakterizécia. Ziskané vysledky boli interpretované na zaklade vypracovanej teoretickej Casti
diplomovej préce.

Pripravené roztoky (1) az (3) boli podrobené jednoduchej skuske stability v priebehu
jedného tyzdna. Skaska preukazala, Ze roztok latky (2) nie je dlhodobo stabilny a znamenalo
to, ze pred kazdym d’al$im experimentom bolo potrebné pripravu roztoku zopakovat’, aby sa
zamedzilo pripadnej chybe. Roztoky latky (1) a (3) vykazovali dobr( stabilitu po celt dobu
experimentu. Roztok latky (3) sa uz od pociatku vyznacoval nizkou rozpustnostou a pritomnym
zakalom, ¢o komplikovalo d’alSie experimenty. Analyza absorpénych spektier preukdzala
pritomnost’ absorpéného maxima okolo 300 nm pre vSetky skumané latky, ¢o potvrdzuje
pritomnost’ elektronového prechodu z—z*, typického pre zli¢eniny s aromatickym jadrom
a konjugovanym systémom dvojitych vazieb.

Bolo preukéazané, ze predizeny 7 konjugovany mostik latky (2) v porovnani s latkou (1) ma
vplyv na energiu HOMO a LUMO. V tomto pripade bol pozorovany pokles energetického
rozdielu medzi tymito dvomi orbitalmi pre latku (2), ¢o sa prejavilo posunutim excita¢ného
spektra k vy$sim vinovym dizkam. Naopak u latky (3) bol pozorovany nérast energie potrebnej
na excitaciu. To je zapri¢inené odchylkou molekuly od planarity v dosledku rozdielnej
Strukthry oproti latke (1) a (2). Zmena planarity ma za nasledok zmenu elektrénovej Struktary
v excitovanom stave a zhor3enie presunu elektronov pozdiz 7 mostiku. Vietky skiimané latky
su charakteristické vyraznym Stokesovym posunom v rozmedzi 80-100 nm. V rdmci tohto
experimentu bol uréeny aj kvantovy vytazok fluorescencie, ktory bol pre latku (1) 84 + 2 %
a pre latku (2) 98 + 5 %. Kvantovy vytazok latky (3) nebolo mozné stanovit'.

U latok (1) a (2) sa podarilo zaznamenat fluorescenciu indukovani dvojfotéonovou
absorpciou. U latky (3) sa nepodarilo ziskat’ presvedéivé vysledky. Analyza emisnych spektier
poukézala na vplyv reabsorpcie okolitym roztokom. To bolo zrejme zapriinené relativne
vysokou koncentraciou meranych roztokov. V désledku nizkej intenzity fluorescencie roztoky
d’alej neboli riedené. Bol pozorovany posun dvojfotonového excitaéného spektra latok (2) a (3)
vplyvom rozdielnej §truktiry smerom k vyssim vinovym dizkam. Piky TPEx spektier vietkych
troch skimanych molekdl sa aj napriek tomu nachadzaju mimo rozsahu laserovej aparatiry,
takze nebolo mozné presne ur¢it’ maximum excitacie ani pre jednu latku.

Merania intenzity fluorescencie v zavislosti na intenzite excitaéného ziarenia preukazali
kvadraticku zavislost pre najzriedenejsie roztoky latky (1) a (2). Po tiprave parametrov merania
za ucelom potlaenia reabsorpcie boli stanovené hodnoty dvojfotonového absorpéného
prierezu. Kvoli vypoétu Jtpa boli vytvorené zavislosti intenzity fluorescencie na druhej
mocnine vykonu excita¢ného laseru. Smernica priamky takto ziskanej zavislosti bola vyuzita
pri vypoctoch. Hodnota dtpa latky (1) bola ziskana z literatdry a bola pouzita ako referencia pre
vypocet dtpa latky (2). Vysledna hodnota Jtea latky (2) je 46 GM. Hodnota otpa latky (1) je
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1900 GM, ¢o je takmer 41krat viac ako latky (2). Nepodarilo sa potvrdit’ predpoklad, ze latka
(2) by mala mat’ kvoli svojej rozdielnej Struktare vacsi orpa. Latka (2) sa uz od pociatku
vyznacovala nizkou stabilitou v roztoku THF, ¢o mohlo mat’ priamy vplyv na stanovenie
hodnoty oJtpa. Stanovenie otpa latky (3) neprebehlo z dévodu toho, Ze nebolo mozné
experimentalne ziskat’ vhodné data.

Nanocastice boli pripravené z roztoku latky (2) najmé z déovodu vysSicho kvantového
vytazku fluorescencie tohto fluoroforu. Experiment preukazal, ze dochadza k pomerne silnej
fluorescencii latky (2) aj vo forme nanocastic. U roztoku nanocastic bola stanovena priemerna
vel'kost’ pripravenych nanocastic na hodnotu 178,0 nm. Aj v tomto pripade bola pozorovana
pritomnost’ elektronového prechodu z—z* pri vlnovej dizke 306 nm. V nasledujiucom
experimente bol sledovany vplyv zmeny parametrov pripravy nanocastic na ich vlastnosti. Bolo
zistené, e velkost nanodastic zaleZi od rychlosti mieSania suspenzie pri priprave. Cim
rychlejSie je suspenzia mieSana, tym menSie Castice vznikaju. Filtracia suspenzie 0,45 pm
strieckackovym filtrom v takom pripade nema Ziadny zmysel. V pripade vSetkych roztokov sa
kvantovy vytazok fluorescencie pohybuje okolo hodnoty 1 az 4 %. Velkost' nanocastic
a hodnota ich kvantového vytazku fluorescencie zohrava doleziti rolu pri ich vyuziti
v biozobrazovani.

Ziskané vysledky teda poukazali na to, ze latky (1) a (2) st vhodnymi kandidatmi pre d’alSie
Stadium nelinearnych optickych vlastnosti a znaéia ich potencial pre d’alSie vyuzitie v oblasti
3D zobrazovania pomocou dvojfotonovej excitaénej mikroskopie. V pripade latky (2) sa
podarilo pripravit aj roztok nanocastic. Preukdzalo sa, ze latka je dobre excitovatelna
a zachovava si svoju fluorescenciu aj v pevnej faze.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

N
3D
OTPA

OTPE

uv
NAD(P)H
HOMO
LUMO
So

S1

S2

DpE

Dore

H2S

Hela
TPA

Vis

D

A
DPA-DSB
THF

M

dusik

trojrozmerny

dvojfotonovy absorpény prierez

dvojfotonovy emisny prierez

ultrafialovy

redukovana forma nikotinamid adenin dinukleotid fosfatu
najvyssi obsadeny molekulovy orbital

najnizsi neobsadeny molekulovy orbital

zakladny singletovy stav

prvy excitovany singletovy stav

druhy excitovany singletovy stav

excitovany tripletovy stav

kvantovy vytazok fluorescencie

konStanta charakterizujuca rychlost’ zaniku excitovaného stavu
konstanta charakterizujuca rychlost’ zaniku excitovaného stavu
jednotky Goeppert-Mayerovej

kvantovy vytazok dvojfotonovej fluorescencie

kvantovy vytazok jednofotonovej fluorescencie

hodnota integrovanej fluorescencie

hodnota intenzity excitacného Ziarenia

koncentracia

sulfan

bunkova linia 'udskych epitelovych buniek

dvojfotonova absorpcia

viditel'ny

donor elektronov

akceptor elektronov

difenylamin distyrylbenzén

tetrahydrofuran

molarna hmotnost’
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hmotnost’

objem

hodnota vlnovej dizky v maxime absorbancie
vlnova dizka

absorbancia

fotonasobic

pocet za sekundu (counts per second)

opticky parametricky generator (optical parametric generator)
dvojfotonova excitacia

jednofotdnova excitéacia

dvojfotonova emisia

jednofoténova emisia
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