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ABSTRAKT

Tato bakalatska prace se zabyva studiem moznosti dosdhnout intenzivni fluorescence v ¢ervené
oblasti spektra pomoci Forsterova rezonan¢niho ptfenosu energie (FRET) v nanocasticich.
Nejprve byly studovany optické vlastnosti organickych molekul, které by mohly byt vhodné
pro vytvofeni tzv. host-guest (HG) systému tvofeného parem akceptor-donor. Studované
molekuly byly zalozeny na derivatech difenylstilbenu obsahujiciho elektron-donorovou
skupinu difenylamin (DPA-DPS), kterd je pomoci © konjugovaného systému dvojnych vazeb
spojena s liSici se elektron-akceptorovou skupinou. Pouzité akceptorové skupiny, tj. indandion
(-100), vinyl (-V) a di(methoxykarbonyl)vinyl (-V(COOMe)2) se vzajemné lisi strukturou
a polaritou, ktera se projevila zménou polohy fluorescen¢niho spektra.

Ve studovanych HG systémech latka DPA-DPS-100 slouzila vzdy jako host (G1) a latky
DPA-DPS-V a DPA-DPS-V(COOMe); jako hostitel (H1 nebo H2). Nanocastice z téchto latek
(G1HI1 a G1H2) byly pfipraveny metodou nanoprecipitace. U obou téchto systému byl
pozorovan FRET. Pfi excitaci matrice byla energie pfenesena na hosta G1, ktery nasledné
fluoreskoval v dlouhovinné oblasti. U nanocastic vytvorenych ze systému G1H2 bylo dale
pozorovano i zvyseni kvantového vytézku fluorescence hosta a to jak v porovnani s praskovou
formou, tak nanocéasticemi vytvorenych pouze ze samotného hosta, ze 7 % (prasek) a 3,1 %
(nanocastice) na 14 %. U nanocastic systtmu GIHI nebyl narGst kvantového vytézku
fluorescence hosta pozorovan. Z vysledka vyplynulo, ze FRET mulze byt G¢inny nastroj pii
vyvoji nanocastic vykazujici intenzivni dlouhovlnnou fluorescenci pro zobrazovaci metody.

KLICOVA SLOVA

Fluorescence, daleké Cervené zafeni, blizké infracervené zateni, FRET, systém hostitel-host,
nanocastice, organické fluorofory, fluorescenéni spektroskopie, pfenos energie



ABSTRACT

This bachelor thesis studies the possibility of achieving intense fluorescence in the red region
of the spectrum using Forster resonance energy transfer (FRET) in nanoparticles. First, the
optical properties of organic molecules that could be suitable for the creation of a so-called
host-guest (HG) system consisting of an acceptor-donor pair were studied. The molecules
studied were based on derivatives of diphenylstilbene containing the electron-donor group
diphenylamine (DPA-DPS), which is linked to a differing electron-acceptor group via a
n-conjugated double bond system. The acceptor groups used, i.e., indandione (-100), vinyl (-V)
and di(methoxycarbonyl)vinyl (-V(COOMe)), differ from each other in structure and polarity,
which was reflected by a change in the position of the fluorescence spectrum.

In the HG systems studied, DPA-DPS-100 always served as the guest (G1) and DPA-DPS-V
and DPA-DPS-V(COOMe). always served as the host (H1 or H2). Nanoparticles from these
substances (G1H1 and G1H2) were prepared by the nanoprecipitation method. FRET was
observed for both of these systems. Upon excitation of the matrix, the energy was transferred
to the guest G1, which subsequently fluoresced in the long-wavelength region. Furthermore, an
increase in the quantum yield of the guest fluorescence was also observed for the nanoparticles
formed from the G1H2 system, from 7% (powder) and 3.1% (nanoparticles) to 14% compared
to both the powder form and nanoparticles formed from the guest alone. No increase in the
quantum yield of guest fluorescence was observed for the nanoparticles of the G1IH1 system.
The results indicated that FRET can be an effective tool in developing nanoparticles exhibiting
intense long-wavelength fluorescence for imaging.

KEY WORDS

Fluorescence, far red emisison, near infrared emission, FRET, host-guest system, nanoparticles,
organic fluorophores, fluorescent spectroscopy, energy transfer
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UVvVOD

Tato bakalaiska prace se zaméfuje na organické luminofory s dlouhovinnou emisi.
Luminiscenéni jevy fascinuji lidstvo jiz od praddavna. Svételnd polarni zare, svétélkujici hmyz
a dfevo a dalsi pfirodni ukazy jsou piiklady luminiscen¢nich jevi vyskytujici se pfirozené na
planeté¢ Zemi. Samotny pojem fluorescence byl poprvé pouzit v 19. stoleti Sirem Goerge
Gabriel Stokesem pii popisu emise viditelného svétla minerdlu fluoritu po ozafeni
Hheviditelnym®™ UV svétlem. Fluorescence v dnesni dobé nasla uplatnéni jako dominantni
metodika v biotechnologiich, pritokové cytometrii, sekvenovani DNA, forenzni a genetické
analyze, 1¢ékatské diagnostice, biozobrazovacich metodach, atd., diky své citlivosti a nizkym
pofizovacim nakladim [1].

V poslednich desetiletich doslo k vyvoji a rozsifeni fluorescenéni spektroskopie, ktera
byla dfive vyuZivana jako vyzkumny nastroj v biofyzice a biochemii. Fluorescencni
zobrazovaci techniky se staly mocnymi néstroji. Zejména blizka infracervend fluorescence
(NIR), nachazejici se na rozpéti vinovych délek 700-1000 nm, vyrazné usnadiuje sledovani
molekularnich procesu in vivo. Barviva aktivni v blizké infracervené oblasti ptitahuji neustalou
pozornost diky svym rozmanitym aplikacim v biomedicin€, materidlové védé a souvisejicich
oborech. Mezi jejich vyhody patii levna excitace laserovou diodou, snizeny rozptyl a zvySena
schopnost pruniku mnohem hloubé&ji do mékkych tkani a kosti, diky relativné nizké absorpci
slozek tkan¢ (voda a hemoglobin) v NIR spektralnim rozsahu. Proto se NIR fluorescen¢ni
sondy staly slibnymi prostfedky vedouci k lepSimu pochopeni biologickych procesti na
molekuldrni trovni. Existuje vSak jen relativné malo dostupnych druhit NIR barviv, patii mezi
n¢ napft. ftalokyaniny, kyaninova a skvarainova barviva. Fluorescen¢ni barviva jsou obecné
rozsahlé m-konjugované aromatické systémy, Casto obsahujici vice spojenych benzenovych
jader. Ackoli modifikace stavajicich skelet barviv vhodnymi funk¢énimi skupinami vyrazné
zlepsila jejich fyzikéaln&-chemické vlastnosti, zvySena molekulova hmotnost vedla k naruseni
fungovani biomolekul, nizké rozpustnosti ve vodném prostiedi nebo ke srazeni. Proto je vyvoj
novych a nizkomolekularnich NIR platforem v z4jmu komunity biomedicinského zobrazovani
[2] [3] [4].

Pro tvorbu fluorescen¢nich sond se pouzivaji zejména fluorescencni nanocastice. AvSak
tyto nanocastice musi splilovat urcita kritéria, ktery mi jsou napt. vysoka fotostabilita, nizka
toxicita, biodegradabilita a vysokad intenzita fluorescence. Jednou z nejzajimavéjSich
a nejrychleji postupujicich oblasti nanotechnologii v biomedicinském vyzkumu je vyvoj sond
na bazi nanocastic pro molekularni zobrazovani rakoviny in vivo [5]. VétSina fluorescencnich
nanocastic (kvantové tecky, modifikovany oxid kiemicity, nanocastice s agregaci indukovanou
emisi), které byly Usp&€Sné pouzZity v praxi pro znafeni nadorovych bungk, tkéni atd., ma
obvykle strukturu jadra s obalem, kde fluorescenci zajistuje jadro a obal chrani jadro
nanocastice pted fotovyblednutim a zlepSuje dispergovatelnost nanoc¢astic ve vodném prostiedi
[6].

Tato prace bude proto zaméfend na zkoumdani novych fluorescenénich organickych
molekul, které jsou derivaty latky difenylstilbenu s elektron-donorovou skupinou
difenylaminem a rozdilnymi elektron-akceptorovymi skupinami. Dtraz bude kladen na
charakterizaci téchto latek ve formé roztoku, studovani optickych a fluorescencnich vlastnosti
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za pouziti fluorescencni spektroskopie, metody TCSPC. Déle bude nasledovat tvorba
host-guest systému vzdy ze dvou studovanych molekul, z kterych budou nasledné vytvoiené
nanocastice. Pro studované nanocastice ve formé vodné suspenze budou opét stanovené optické
vlastnosti, velikost a stabilita metodou DLS a ( potencialem. Tyto organické luminofory se
vzajemnym piekryvem fluorescen¢nich spekter, byly zvoleny z dtivodu spliiujici podminky pro
Forstertiv rezonanéni prenos energie (FRET), ktery bude pozorovan zménou fluorescen¢nich
vlastnosti u nanocastic.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Fluorescence

Fluorescence spolu s fosforescenci je druh luminiscence, konkrétné fotoluminiscence.
Luminiscence obecné zna¢i spontanni emisi zafeni jakékoliv latky, z elektronového
excitovaného stavu dané molekuly nenachézejici se v tepelné rovnovaze se svym prostiedim.
Latka, ktera je charakteristicka fotoluminiscenci, absorbuje svétlo neboli fotony jakozto
elektromagnetické zareni, ¢imz se dostane do excitovan¢ho stavu. Pii nasledné deexcitaci
dochazi k vyzateni svétla, které je po ¢asové prodlevé v fadech nékolika nanosekund vyzarené
ve form¢ fotonii o vétsi vinové délce a nizsi energii. Zpozdéné vyzareni fotonl v piipadé
fosforescence je zpusobeno zakazanym mezi-systémovym piechodem elektronti z hladiny
singletové do hladiny tripletové a trvé i n€kolik minut, jelikoz pravdépodobnost vyzaieni téchto
fotonti roste s ¢asem [7].

Prvni zminky 0 fenoménu, ktery byl pozdéji pojmenovan jako fluorescence, sahaji az
do roku 1565 a to konkrétné do Spanélska. Zde tehdejsi 1ékat a botanik Nicolas Monardes 16¢il
ledvinova onemocnéni sviticim namodralym vytazkem z mexického dieva zvanym Lighum
nephriticum, ktery po vystaveni slune¢nimu zafeni jemné fluoreskoval. Slou¢enina zptsobujici
modré zbarveni — matlalin, ktera vznika oxidaci flavonoidu obsazeného ve dfevé, byla znama
jiz starovékym Aztékim (Matlali — Aztécky modra) [7]. Pozd&ji v prvni poloving 19. stoleti se
Sir John Herschel zabyval studiem fluorescence organické molekuly — chininu. Jednalo se
0 nejznamgéjsi fluorofor obsazeny v toniku, jenz se v dne$ni dobé uplatiuje jako zakladni
antimalarikum. Vystaveni sklenice s tonikem slune¢nimu zateni pod spravnym tthlem umoznilo
pozorovat slabou modrou zafi na hlading tekutiny. UV zafeni ze Slunce excitovalo chinin na
vys$si energetickou hladinu a pfi navraceni do zékladniho stavu doslo k emisi pravé onoho
modrého zafeni o vinové délce 450 nm [8].

Pod pojmem fluorofor si lze pfedstavit molekulu, kterd je schopna absorbovat energii
zateni o urCité vlnové délce a nasledné tuto energii ztratit emisi o delSi vinové délce.
Fluorescence je tedy vlastnost, kterou vykazuji nékteré molekuly oznacované jako fluorofory.
Tyto fluorofory se mezi sebou lisi vinovymi délkami, pii kterych dochazi k absorpci energie
Vv podobé svétla a k emisi energie ve formé fluorescence. Tedy lze fici, Ze kazda molekula
fluoroforu je charakteristicka svym absorpénim a emisnim spektrem [9].

Unikatni vlastnosti fluorescence z ni ¢ini velmi uzite¢nou techniku pro zkoumani procest
na molekuldrni Urovni. Zejména uZiteCnou vlastnosti je doba, kterou stravi fluorofor
Vv excitovaném stavu. Proto Ize fluorofor oznacit jako ,,molekularni stopky* za¢inajici absorpci
svétla a koncici emisi svétla. Fluorescenéni molekuly tak mohou podavat informace
odehravajici se na ¢asové Skale v rozmezi nanosekund. V poslednich nékolika desitkach let je
vSak popularita fluorescence do znacné miry zpisobena vyvojem chemickych latek pro
fluorescen¢ni sondy. Popularité ptidava také snadna dostupnost téchto sond a vyvoj novych
ptistupti v oblasti mikroskopie. Rozvoj molekularni biologie (napf. vznik rekombinantnich
fluorescence v chemickych, fyzikalnich a pfirodnich védach, v kterych se bez ohledu na
aplikaci vyuzivaji zakladni principy fluorescence [10].
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1.2 Stokesiiv posun

Kazda fluorescencni molekula je charakteristickd svymi fluorescenénimi spektry. Emisni
a excitac¢ni spektrum daného fluoroforu jsou obvykle navzajem svymi zrcadlovymi obrazy.
Excita¢ni spektrum se nachdzi na kratSich vinovych délkach a je charakteristické vétsi energii.
ProtoZe vinova délka je nepfimo umérnd energii zafeni, ztrata energie posouva emisni spektrum
k delsim vinovym délkam. Tento jev je znamy jako Stokestv posun, ktery je primarné zptisoben
vibra¢ni relaxaci; energetickym pfechodem elektront z vyssi vibracni hladiny excitovaného
molekuly mohou vykazovat Stokestiv posun také v disledku reakci s rozpoustédlem, reakci
V excitovaném stavu, tvorby komplexti a pfenosu energie. V praxi se Stokesiiv posun méti jako
rozdil mezi hodnotami vinovych délek excita¢nich a emisnich maxim daného fluoroforu [8].

1.3 Prechody elektront a pienos energie

V ramci elektronového spektra dochézi ziskanim nebo vyzarenim energie k prechodu elektroni
do riiznych stavii — singletovych Sy, S; a tripletovych T, T, , které jsou zndzornény
v Jablonského diagramu (viz obrazek 1). Pomoci téchto ptechodii vyobrazenych
Vv elektronovém absorpénim a emisnim spektru molekuly lze ziskat informace o struktufe,
energii a dynamice elektronové excitovanych stavll. Pfechody spojené s absorpénimi procesy
Sg +hv—S; aSy+hv—T; a emisnimi procesy S;—S,+hv a T; = Sy + hv se vyuzivaji
k odvozeni energetického diagramu elektronovych stavii. Dynamiku fotochemickych
i fotofyzikalnich vlastnosti lze zjistit z informaci o dobé Zivota excitovanych stavi T; a Sy
a kvantovych vytézkia emisnich d&ju [11].

1.4 Jablonského diagram

Jablonského diagram (obrazek 1) se vyuZziva k znazornéni excita¢nich stavii molekul a moznych
zativych a nezativych prechodu, které probihaji pfi navraceni molekuly z excitovaného do
zakladniho stavu. Elektrony se excituji po absorpci energie z fotonu, ktera se pfeméni na vnitini
energii molekuly, ze zékladni vibra¢ni singletové hladiny So do vys$Sich vibra¢nich hladin
singletovych stavii S1, Sz, Sn. Pfima excitace ze singletovych do tripletovych stavli neni kvuli
zachovani spinu mozna. V ramci téhoz elektronického stavu dochazi k nezarivym prechodim
—vibrac¢ni relaxaci na niz$i energetickou hladinu, kdy se ztraci ¢ast energie. DalSim neradiacnim
pfechodem je tzv. vnitini pfeména nastavajici mezi dvéma elektronickymi stavy se stejnou
spinovou multiplicitou. Zativy neboli radiac¢ni piechod S1 — So provazeny emisi fotonti je zndm
pod pojmem fluorescence, ktera je podle Kashova pravidlal nejintenzivngjsi probiha-li
Z nejnizsiho excitovaného stavu dané nasobnosti. Alternativnim a konkurujicim pfechodem
k vnitini konverzi a fluorescenci je mezisystémovy prechod ze stavu S1 do stavu T1; neradiacni
pfechod probihajici mezi dvéma izoenergetickymi hladinami s rliznou multiplicitou
nalezejicich elektronickych stavii. Jakmile nahle dojde k mezisystémovému pirechodu molekula
se navrati na zakladni vibra¢ni hladinu T1. Fosforescence je zakazany radiaéni ptechod T1 — So,

ktery trva mnohem déle nez fluorescence diky nizké rychlostni konstanté [11] [8].

! Kashovo pravidlo — pted emisi fluorescenéniho kvanta dochazi obvykle k relaxaci vibra¢ni energie a vnitni
konverzi, takze fluorescencni pfechod nastava z nejnizsi vibra¢ni hladiny prvniho excitovaného stavu Si.
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Obrdzek 1 Jablonského diagram zndzoriujici mozné energetické piechody elektronii [12]

1.5 Forsteruv rezonanéni energeticky prenos

Forstertiv rezonanéni pienos energie je vyznamny fyzikalni fenomén vyskytujici se mezi dvéma
molekulami chromoford. Tento proces zplisobi pienos excitaéni energie z jednoho fluoroforu
na druhy fluorofor nezafivou cestou, nedochazi k emisi zadného fotonu. Pfesnd teorie FRET
byla objasnéna az némeckym védcem Theodorem Forsterem v polovingé dvacatého stoleti,
predtim se timto tématem zabyvali Jean-Baptista a Francis Perrinovi [13].

Jak bylo vySe zminéno, teoretickou analyzu FRET provedl Theodor Forster.
Mechanismus tohoto nezéativého procesu je schematicky znazornén na obrazku 2. Donorova
skupina/molekula (D) je excitovana fotonem a poté se relaxaci navrati do nejnizSiho
excitované¢ho singletového stavu Si (podle Kashova pravidla). Pokud se akceptorova
skupina/molekula (A) nevyskytuje velmi daleko, energie uvolnéna pii navratu donoru do
zakladniho stavu So mize zpusobit soucasnou excitaci akceptoru. Pienos této energie je
zprostifedkovan dipol-dipolovymi interakcemi bez emise fotontl, jedna se o nezafivy proces,
singletového stavu S1, excitovany akceptor emituje zafeni a vraci se zpatky do zakladniho stavu
So, pokud neexistuji jiné formy zhaSeni [8] [14].

Rezonan¢ni energeticky pienos je mozné nejlépe pochopit na zakladé jednoho donoru
a akceptoru, kteti jsou od sebe oddéleni vzdalenosti r. Rychlost pfenosu pro donor a akceptor
oddélenych vzdalenosti r je dana vztahem

[e¢]

)f%m%mﬁ& (1)

0

K (1)= 2

K2(9000(h110)
Tprl

6 \ 1287°Nn*

kde Qp je kvantovy vytézek donoru v nepfitomnosti akceptoru, n je index lomu média, N je
Avogadrova konstanta, r vzdalenost mezi donorem a akceptorem, a 7p je doba zivota samotného
donoru. Fp () je korigovana intenzita fluorescence donoru v rozmezi vinovych délek A az
A + AM scelkovou intenzitou normalizovanou na jednotku. eg,(A) je extink¢éni koeficient
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akceptoru a ¢len k® je faktor popisujici relativni orientaci pfechodovych dipéli donoru
a akceptoru v prostoru. Rychlost pienosu je zapsana jako funkce r, kT (r), aby se zdiraznila jeji
zavislost na vzdalenosti [8].

Vzdélenost, pfi které je RET ucinny z 50 % se nazyva Forsterova vzadelnost, které se
obvykle pohybuje v rozmezi 2060 A. Pro tento energeticky pienos byl odvozen Forsteriv
vztah, kdy rychlost pfenosu energie kt (r) z donoru na akceptor je definovana jako

6

a=() (%) @

kde 7 je doba zivota fluorescence donoru bez pritomnosti akceptoru, R, je Forsterova
vzdalenost, ve které je pravdépodobnost vnitini deaktivace excitované molekuly rovna
pravdépodobnosti pienosu energie, I je vzdalenost mezi donorem a akceptorem. Pokud je
vzdalenost D-A (r) rovna Forsterové vzdalenosti R, a ucinnost ptenosu je 50 %, rychlost
pfenosu energie se rovna rychlosti rozpadu donoru (1/7p). Tedy pfi této vzdalenosti (r = R) by
se Vv piipad¢ neptitomnosti akceptoru sniZila emise donoru na polovinu své intenzity. Rychlost
RET je silné& zavisla na vzdalenosti a tmérmna r ° [8] [15].

Forsterovy vzdalenosti v rozmez 20-90 A jsou vhodné pro studium biologické struktury
makromolekul. Tyto vzdalenosti jsou srovnatelné s velikosti biomolekul, nebo se vzdalenosti
mezi dvéma zajmovymi pozicemi na velké molekule s pfipojenymi donor-akceptorovymi
skupinami. Jakykoliv faktor, ktery ovlivni vzdalenost mezi D a A, ovlivni rychlost pfenosu
energie, coz umoznuje kvantifikovat zménu vzdalenosti [16].

1 ———>> Dponor excitation

I == > Donor non-radiative process asss. .
. P : Resonance energy transfer
3 Acceptor induced excitation  ssees. r

24 NNVN7  Internal conversion and vibrational relaxation
5§ ————» Acceptor emission

F; =

_@ Energy _‘ér
b= 5

S =
| Transfer

4 o ©

AP
.4 Acceptor

Donor

Resonance
Obrazek 2 Schematicky diagram Forsterova rezonancniho pienosu energie [17]

Pro uskute¢néni FRET musi byt splnéno nékolik podminek. PtedevS§im, emisni
spektrum donoru se musi prekryvat s excitacnim spektrem akceptoru (viz obrazek 3). Jelikoz
se energie prenasi prostfednictvim dip6l-dipolovych interakci, musi byt donor a akceptor
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spravné orientovany. Protoze uCinnost FRET (E), ktera je definovana jako podil energie
pienesené na akceptor, je nepfimo umerna Sest€ mocnin¢ vzdalenosti mezi fluorofory, FRET
funguje pouze na kratké vzdalenosti. V priméru musi byt donor a akceptor od sebe vzdaleni
méné nez 10 nm, a zavislost energie na vzdalenosti mezi fluorofory popisuje vztah
Rj
= 3)
R + 1,
Lze spolehlivé predpokladat, ze k pienosu energie dochazi vzdy, kdyz jsou spektralni vlastnosti
vhodné a vzdalenost D-A j srovnatelna s Forsterovou vzdalenosti R, [16] [18].

Cim vice se emisni spektrum donoru a excitaéni spektrum akceptoru prekryvaji, tim 1épe
muize donor prenést energii na akceptor. Prekryvovy integral J () vyjadiuje stupen spektralniho
piekryvu mezi emisi donoru a absorpci akceptoru:

® 4
fo Fp(Mea (M)A dL

Jy Fp()d

J= f Fp(Weya (WA dL = (4)
0

kde Fp(A) je emisni spektrum donoru s celkovou intenzitou (plocha pod kiivkou)

normalizovanou na hodnotu 1. €5 (A) je molarni extinkéni koeficient (M—1cm~1) p¥i vinové

délce A (nm) [8].

Nejpriméjsim postupem méieni FRET je stanoveni emise akceptoru po excitaci donoru,
¢ehoz lze dosdhnout pouzitim tfi sad filtrdi s excitacnimi/emisnimi  vlnovymi
délkami donor/donor, akceptor/akceptor a donor/akceptor. Zminéna emise akceptoru je tedy
pifimym dikazem energetického pienosu a zpusobem, jak detekovat Forstertiv rezonanéni

energeticky prenos [19].
FRET

Akceptor

Intenzita

Vinova délka (nm)
Obrazek 3 Znazornéni spektralniho piekryvu donoru a akceptoru pri FRET [20]

1.6 Fluorescencni spektroskopie

Znalost ptistrojového vybaveni a pozornost vénovana experimentalnim detailtim je zakladnim
poZadavkem pro spravné pouZiti fluorescencnich metod. JelikoZ je fluorescence velice citliva
metoda, existuje velké mnozstvi potenciondlnich artefakti, které mohou vést k chybnym
vyslednym informacim. Kvuli vzorkiim s velmi nizkou fluorescenci nebo vzorkim bez
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fluorescence je mozné nastavit a zesilit pfistroj tak, aby byly ziskdny pozorovatelné signaly.
Tyto vysledné signaly nemusi vzdy pochazet ze studovaného fluoroforu, ale misto toho Ize
pozorovat interferenci s fluorescenci v pozadi, jenz pochazi z rozpoustédla. Dal§im zdrojem
interference muze byt pranik svétla v disledku Spatné instrumentace pfistroje, rozptyl
svételného paprsku prochézejiciho optikou, zakaleny vzorek zptisobujici rozptyl dopadajiciho
zateni, Rayleigho nebo Ramantv rozptyl, atd. Spektrofluorometry pouzivajici se pro vyzkum
a analyzu fluorofor poskytuji neprava emisni a excitacni spektra v disledku neuniformniho
spektralniho vystupu svételnych zdrojl a u€innosti monochromatort, detektorti v zavislosti na
vinové délce. Lze tedy fici, Ze neexistuje idedlni spektrofotometr poskytujici idedlni vysledky.
Pro ziskani spolehlivych spektralnich dat je dulezité mit na paméti vySe zminéné faktory [21].

Emisni spektrum méfené pii konstantni excitaéni vlnové délce, a excitaéni spektrum,
neboli zavislost intenzity emise méfeni pii jedné emisni vinové délce, lze prezentovat na
stupnici vlnovych ¢isel nebo stupnici vinovych délek. Vinové délky a vinova ¢isla lze vzajemné
ptepocitat pomoci reciproké hodnoty vzaté z kazdé hodnoty. VeSkeré dostupné piistroje
produkuji spektra na stupnici vlnovych délek, 1 kdyZ je stupnice s vinovymi ¢isly energeticky
linearni, jelikoz jsou jednoduse interpretovatelna. V idealnim piipadé instrumentace
spektrofluorometru by pfimo detekovand emise piedstavovala rychlost emise fotoni nebo
energii emitovanou pii kazdé vlnové délce v intervalu vlnovych délek. Obdobné excitacni
spektrum by piedstavovalo relativni emisi fluoroforu na kazdé vinové délce. Kvantové vytézky,
stejné tak emisni spektra, jsou pro vétsinu fluoroford nezavislé na excitaéni vinové délce [22].

1.6.1 Definice a metody stanoveni kvantového vytézku fluorescence
Kvantovy vytézek je jednim z nejdilezitéjSich parametr pii charakterizaci luminiscen¢nich
molekul a vysoké hodnoty kvantovych vytézku jsou klicové pro Sirokou Skalu aplikaci.
Kvantovy vytézek fluorescence lze obecné popsat jako pomér mezi mnozZstvim absorbované
energie a mnozstvim energie, kterou dana reakce vyzarila. Jedna-li se o fluorescenci, tento
pomér lze zkonkretizovat na pomér fotonovych kvant nazpét vyzafenych nr K fotoniim
absorbovanym na danym fluoroforem:
o=t 5)
Ny

Jinymi slovy kvantovy vytézek udava pravdépodobnost, kdy je excitovany stav deaktivovany
fluorescenci neZ jinymi nezafivymi procesy. Kvantovy vytézek lze také definovat jako podil
rychlosti vlastniho fluorescen¢niho ptrechodu a celkové rychlosti vSech déji pochézejicich ze
stavu Si. Piitomnost dalsich komponent v roztoku mize zptsobit deaktivaci stavu Si, a tak
zhaset fluorescenci. Tyto latky jsou znamé jako zhasece, do kterych se fadi napt. kyslik [23].

Pro stanoveni kvantového vytézku fluoreskujici latky se vyuzivéa spektrofluorometra
a riznych metod méfeni. Vhodna metoda se zvoli dle faze (skupenstvi), v jakém se vzorek
nachazi. Zpiisobem stanoveni kvantového vytézku je vyuziti relativni nebo absolutni metody.
Relativni metodou se hodnota vypocita porovnanim fotoluminiscencni emise sledovaného
vzorku s emisi referen¢niho standardu se zndmym kvantovym vytézkem. Z dtvodu detekce
pouze Casti emitovaného svétla v béznych spektrometrech nelze piimo zméfit kvantovy
vytézek, a tak se problém piekona pouzitim referen¢niho standardu se znamym kvantovym

15



vytézkem a podobnymi optickymi vlastnostmi, jaké mé vzorek. Za stejnych podminek se zmé&ii
emisni spektra standardu a vzorku a pomér integrované emise se pouzije k vypoctu
vytézku [23].

Metoda absolutniho kvantového vytézku se obejde bez pouziti standardu, jelikoz se
k zachyceni veskerého vzorkem emitovaného svétla pouzije integraéni sféra. Kvantovy vytézek
se stanovi porovnanim poctu emitovanych fotonii s absorbovanymi fotony. Mezi vyhody
absolutni metody patii $irsi rozsah emisnich vinovych délek a moznost méteni vétsiho rozsahu
typu vzorku [23].
1.6.2 Doba Zivota fluorescence
Doba zivota fluorescence 7 jsou spolu s kvantovym vytézkem a fluorescenénim spektrem
parametry charakteristické pro navrat excitovan¢ho fluoroforu ze singletové hladiny Si
do zékladniho stavu So. Jednd se o kineticky parametr, ktery je nepfimo GUmérny souctu
rychlostnich konstant zafivych procest kr a nezativych procesi knr oznacovanych jako zhaseni

1

T=7""T-"
(kr + kny)

(6)

Doba zivota fluorescence je doba, kterou fluorofor stravi v excitovaném stavu, nez vyzarti foton
a vrati se do zékladniho stavu. Jedna se o pfimy ukazatel rychlosti pfenosu energie
z excitovanych molekul do mistniho prostfedi nebo do jinych fluoroforti. Obvykle trva v fadech
nanosekund pro fluorescenci a mikrosekund nebo sekund pro fosforescenci. Doba zivota
fluorescence je parametr do znacné miry nezavisly na koncentraci fluoroforu a intenzité
fluorescence. Tento proces je spojen s energeticky nestabilnim stavem, ¢imz ho ¢ini citlivym
K vnitinim faktorim danych strukturou fluoroforu a vnéj$im faktorim zahrnujici teplotu,
polaritu, pfitomnost zhaSect fluorescence. Métfeni doby zivota se povazuje za absolutni méfenti,
zatimco intenzita, ktera se obvykle bere z emisniho spektra, je pouze relativnim méfenim [24].

Metoda TCSPC (time-correlated single-photon counting, v ptekladu ¢asové korelované
jednofotonové podcitani) je hojné vyuzivanym zpisobem stanoveni pikosekundovych az
mikrosekundovych dob Zivota fluorescence. Metoda je zaloZena na pravdépodobnosti detekce
jediného fotonu v urcitém Case po excitaénim impulzu, kterd je imérna intenzité fluorescence
vV daném case. Konkrétné se jedna o pulzni techniku, kterd vytvaii histogram z ¢ast ptichod
fluorescenc¢nich fotonti z po sob¢ jdoucich cykld excitace a sbéru. Histogramy okamzité
podavaji kvalitativni informace o dobé zivota a mohou informovat o ptfitomnosti vice nez
jednoho rozpadu. Doba Zivota se vypo¢ita ze sklonu rozpadové kiivky podle rovnice

F(t) = Fye /" ()
kde Fo je intenzita v ¢ase t = 0, t je ¢as po absorpci a T je doba zivota fluorescence [25] [26].

1.7 Charakteristika studovanych molekul

Molekulami, kterymi se zabyva tato bakalaiska prace, jsou komplexni organické fluorofory.
Tyto fluorofory jsou derivaty uhlovodikl a ve své struktuie obsahuji pievazné aromatické
uhlovodiky, tedy Sest fetézenych atomt uhliku se sttidavé jednoduchymi a dvojnymi vazbami,
které jsou mezi sebou vazany dalSimi dvojnymi vazbami. Z toho vyplyva, ze molekula obsahuje
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systétm konjugovanych dvojnych vazeb s delokalizovanymi n elektrony. Tento systém
umoziuje elektronim se pohybovat po struktufe fluoroforu. Elektrony vytvaii husty
elektronovy oblak vyskytujici se jak nad molekulou, tak pod molekulou. Studovana
fluorescence vznikd excitaci na vysSi energetickou hladinu a néslednym navracenim
do zakladni hladiny pravé téchto delokalizovanych r elektrond.

Studovany organicky fluorofor ve své struktufe zahrnuje vzdy akceptorovou skupinu,
donorovou skupinu a mezi nimi uhlovodikovy fetézec s dvojnymi vazbami slouzici jako most
spojujici tyto dvé skupiny. Dohromady tak tvoii tzv. donor-akceptorovy systém (DA)
s m-konjugovanymi vazbami (D-n-A). Donor, poskytujici volné elektronové pary, a akceptor,
poskytujici volné orbitaly k zaplnéni elektrony, zptisobi posun elektronové hustoty smérem
k té ¢asti molekuly, ktera ma lep$i schopnost pfitahovat volné elektrony. Ve vétsing piipada se
jedna o akceptorovou skupinu, ale vSe zalezi na konkrétnim DA paru v dané molekule.
Obrazek 4 predstavuje ruzné akceptorové, donorové skupiny a uhlikaté fetézce, které mezi

vvvvvv

vvvvvv

se v8ak v praci zabyvat nebudeme.

Ke studiu byly vybrany tfi organické fluorofory, kdy jeden z nich emituje velmi slabou
fluorescenci v blizké infracervené oblasti (host) a dals$i dva (hostitelé) jsou charakteristické
silnou fluorescenci ve viditelné ¢asti spektra v oblasti 400 — 500 nm. Host s hostitelem je drzen
pospolu dipol-dipolovymi interakcemi, n-n interakcemi, Van der Walsovymi silami, atd.,
a tvoii tzv. host-guest systém (HG systém).

Host-guest systém, v ptekladu systém hostitel-host, je slozen ze dvou a vice molekul
nebo iontl, které vytvaii pro né charakteristické a jedine¢né strukturni uspotadani drzené
pohromadé¢ elektrostatickymi silami. Spojeni dvou molekul v HG systém mitize zpusobit
zlepSeni vlastnosti fluorescence v podobé kvantového vytézku, posunuti emise fluoroforu do
dlouhovinné oblasti (NIR), vytvofit stabilni systém. apod. Obecné interakce mezi hostem
a hostitelem umozni reakci systému na rizné vnéj$i podnéty, ktery mi jsou napf.
elektromagnetické zateni, teplota, ionty, pH, atd [27].

Fluorescencni barviva emitujici zafeni v Cervené az blizké infracervené oblasti (NIR)
s vysokou stabilitou jsou velmi Zadanymi a intenzivné zkoumany. Molekuly emitujici v NIR
oblasti mohou byt excitovany zdrojem zafenim v oblasti viditelného svétla, coZz ma za nasledek
niz§i Skodlivé ucinky na biologické vzorky, jako jsou buiky a tkané, v porovnani
s ultrafialovym zafenim. Také delsi excitace a emise zafeni umoziuje penetrovat tkdnn mnohem
hloubéji, aniz by doslo k autofluorescenci biologické tkan¢ [28]. Fluorescen¢nich molekuly
asondy s NIR emisi nachazi vyuziti zejména v biomedicinském zobrazovani. Vizualizace
nadorl, plakd, mapovani cév v srdci a mozku jsou aspekty zdkladniho biomedicinského
vyzkumu a diagnostiky nemoci, které neustale tézi z novych a vylepSenych NIR barviv [29].
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Obrazek 4 Priklady donorovych, akceptorovych skupin a uhlovodikovych mostii vyskytujici se v organickych molekulach [30]

1.7.1 Nanodcastice

Véda zabyvajici se studiem problematiky na urovni nano rozmért, Se stala v poslednim
desetileti velmi slibnym oborem a stale ptitahuje vétsi pozornost. Nanocastice se obvykle
charakterizuji jako &astice s velikosti definovanou na 1 az 1000 nm. Sifeji nanodastice lze
definovat jako castice vykazujici odlisné fyzikalni a chemické vlastnosti nez maji jejich
zakladni materidly, z kterych byly vytvofeny. Dilezitym znakem nanocéstic je vysoky pomér
povrchu k objemu, umozitujici rozmanité povrchové upravy a funkcionalizace. Castice
Vv nano-rozmérech se podobaji velikosti biologickym molekulam a jejich strukturam. Tyto
hlavni pfednosti pfispivaji k rozsahlému studiu a aplikacim nanocéstic v biomedicinském
vyzkumu zahrnujici senzory, nanomedicinu, molekularni zobrazovani [31].

Diky vyborné biokompatibilit¢ a rychlému metabolismu maji pravé malé organické
fluorescen¢ni molekuly (kyaninové barviva, porfyriny, barviva donor-akceptor-donor (D-A-D),
nebo donor-akceptor (DA) atd.) velky potencial v klinické terapii rakoviny fizené
zobrazovanim. AvSak fluorescencni molekuly jsou limitovdny svou rozpustnosti ve vodé,
slabou fotostabilitou. Efektivnim feSenim je vytvofeni nanosond a nanocastic z organickych
fluorofort, kterymi se dosahne zlepseni biologickych a optickych vlastnosti (vétsi Stokestiv
posun, posun spektra do ¢ervené oblasti, rozsifena absorbance) [32].

Dominantnim faktorem pfi pouziti nanocastic a jejich aplikaci je jejich syntéza
a mechanismus ristu téchto nanostruktur. Existuji rizné druhy piipravy nanocastic napf.
top down a bottom up pfistup.

1.7.2 Priprava nanocastic

Top down a bottom up jsou dvé rizné, navzajem opacné techniky piipravy nanocastic. Pfistup
shora dolt je charakteristicky zmensenim pocate¢ni struktury az na velikost nanocastic, kdezto
piistup zdola nahoru je tvorba ,,velkych nanocastic z jednotlivych atomi a molekul. Top down
pfistup zahrnuje mechanicko-fyzikalni procesy tvorby c¢astic, a obsahuje velké mnoZstvi
riznych technik, kterymi lze dosdhnout rozmeéru nanocastic (1-100 nm), a témi jsou
mechanické mleti neboli, tepelné odpafovani, laserova ablace a rozpraSovani. Tyto zminéné
metody se spiSe vyuzivaji pro tvorbu anorganickych nanocastic [33].

Bottom up piistup tvorby nanocastic se zamétfuje zejména na organické materidly
a zahrnuje nckolik technik, napf. chemické nandSeni par, hydrotermdlni techniku, sraZeci
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reakce, sol-gel techniku, atd. (viz obrazek 5). Metody jsou zalozené na fyzikalné-chemickych
principech organizace molekul a atomu. Pro tvorbu organickych nanocastic se nejvice hodi
metoda samousporadani (angl. self-assembling), ktera je hojnou a reprezentativni metodou
pravé bottom up pfistupu [34].
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Obrazek 5 Souhrn metod slouzici pro pripravu organickych nanocastic [34]

1.7.2.1 Samousporadani

w ™ %

Samousporadani je nejrozsifenéjSim a spontannim bottom up pfistupem pro ptipravu
organickych nanocastic, vcetné amfifilnich kopolymert, host-guest komplext, malych
organickych molekul. Pfi této metod€ jsou jednotlivé atomy nanocastic drZzeny pospolu
nekovalentnimi interakcemi, ktery mi jsou vodikové interakce, hydrofobni efekt, van der
Walsovy sily, elektrostatické interakce a m-m interakce. Pfi metodach vytvareni organickych
nanocastic jsou nt-w interakce velmi ditlezité hnaci sily, které¢ mohou vést ke smérovému rlstu
organickych sloZek obsahujici m konjugované skupiny. Pravé organické nanocastice vytvorené
zn konjugovanych fluorescenénich struktur jsou typickymi zastupci v biomedicinskych
aplikacich. Existuji rizné typy samouspoiadani, napt. samouspoiadani na bazi nanoprecipitace,
koordinac¢né fizené samouspofadani pouZivané zejména pro tvorbu nanomateridlli na bazi
DNA, templatové samouspotadani produkujici nanocéastice mensich nez 50 nm vhodné pro
nano-1éciva a nosiée 1é¢iv, samouspoiadani na bazi tenkych filmu [34] [35].

Samouspotfadani na bazi nanoprecipitace je pfistupna strategie, znama také jako metoda
vymény rozpoustédel. Zakladnim principem je mezifdzové nanaseni organickych molekul po
vytésnéni (Viz obrazek 6). Hydrofobni prekurzory (napf. organicka barviva a polymery) jsou
nejprve rozpustény v rozpoustédle misitelné s vodou jako je tetrahydrofuran (THF), methanol
nebo dimethyl sulfoxid. Dal§im krokem je vstfiknuti vzniklého roztoku pomoci pipety nebo
stiikacky do vodné faze (deionizované vody) za pouziti ultrazvuku nebo intenzivniho michani.
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Dochazi tedy k smiseni hydrofobni a hydrofilni faze a k jejich vzdjemné interakci, které
zapricini vysrazeni nanocastic [36].

Stabilizer L7 ; ______
Flow direction Organic phase — : Hydrophobic
substance
Aqueous / or drug

phase !

/ w A $
/ A
/ v
/ e e
/
/ Solvent diffusion
/

Polymer
precipitation

Syringe pump controller

Stirrer bar

Obrazek 6 Priprava nanocdstic pomoci principu samouspordadani na bazi nanoprecipitace [36]

1.7.3 Metoda uréovani velikosti ¢astic

Metoda dynamického rozptylu svétla (anglicky dynamic light scattering (DLS)), znama také
jako fotonova korelacni spektroskopie a zeta potencial (ZP) jsou praktické stolni techniky
vhodné pro pouziti v béznych laboratornich podminkach pro zkoumani velikosti ¢astic a jejich
naboje. Jedna se o neinvazivni pfistup vyzadujici malé mnozstvi vzorku a Zadnou kalibraci pred
experimentem.

Velikost je dulezitym faktorem, ktery definuje nanocéastice. Avsak i smés rizné velkych
castic mize byt povazovana za nanomaterial, pokud se vice nez 50 % castic nachazi v rozmezi
1-100 nm. Proto je dulezité¢ védét rozdeleni velikosti Castic ve smési a pocetni rozlozeni
nanocastic ve vzorku [37].

DLS je spektroskopickd méfici technika zalozend na numerické transformaci
spektralnich méticich signald vzorku do rozdé€leni (distribuce) velikosti. Princip metody DLS
je zalozen na rozptylu dopadajiciho svétla nanocasticemi, ktery je imérny 6. mocning jejich
poloméru. Pokud jsou nanocéstice velikostné mensi nez 1/10 vinové délky dopadajiciho svétla
(tj. A/10), jedné se o pruzny rozptyl a rozptylené svétlo nese stejnou energii jako dopadajici
svétlo nezavisle na thlu (Rayleigho rozptyl). Piekroci-li ¢astice hranici A/10 dojde ke zméné
rozptylu svétla na nepruzny a Rayleighliv rozptyl se zméni na anizotropni, thlové zavisly
Mieho rozptyl [38].

NejcastéjSim vyuzitim DLS je analyza velikosti Castic v submikrometrovém rozsahu.
Pti této analyze se vyuziva Browntliva pohyb castic, ktery zplsobuje prostorové preskupeni
a tim ovliviiyje interferenci jednotlivych signalii rozptyld, jenZ se projevi kolisanim signalu na
detektoru. Dynamika pteskupovani je definovana koeficientem difuzni ¢astice Dp, jenz je
nepiimo Umérny velikosti Castic:

k,T
D= 37-[77 Xut (8)
Tento vztah se nazyva Stokes-Einsteinova rovnice, v které kp pfedstavuje Boltzmanovu

konstantu (1,38064852 - 10~ 2 J/K), T termodynamickou teplotu, # dynamickou viskozitu
kapaliny a Xt oznacuje hydrodynamicky pramér translaéniho pohybu [39].
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1.7.4 Urcovani stability nanocastic

Pro malé Castice v kapalin¢ neexistuje dostacujici technika pro stanoveni povrchového naboje
Castic. Béznou metodou je méfeni { potencialu, které se zabyva méfenim elektrostatického
potencialu na elektrické dvojvrstvé obklopujici nanoc¢astice v roztoku. V iontovém roztoku
nanocastice s nabojem maji silné vazanou vrstvu iontli s opacnym nabojem na jejich povrchu.
Tato vrstva je zndma jako Sternova vrstva. Druha vnéjsi diftzni vrstva je tvofend volné
vazanymi ionty. Souhrnné se ob¢ vrstvy znaci jako elektricka dvojvrstva. V disledku pohybu
v difuzni vrstvé pohybujici se s nanocastici a ionty disperzniho prostfedi. Na této hranici
,kKluzné roviny* se nachazi elektrostaticky potencial znamy jako { potencial.

Pomoci laserové dopplerovské velocimetrie je méfen pohyb nanocastic v elektrickém
poli — elektroforeticka pohyblivost. { potencial je ziskan vypoétem z Henryho vztahu:

_ 2ezf (ka)

e ©)

e
kde Ue znaci elektroforetickou pohyblivost, ¢ je dielektricka konstanta, # je absolutni viskozita
a f(xa) je Henryho funkce, ka je mira poméru poloméru castice k Debyeové délce.
Elektroforetickd mobilita je méfena tzv. elektroforetickym rozptylem svétla. Pohybujici ¢astice
v prubéhu elektroforézy rozptyli dopadajici laser, ktery ma poté jinou frekvenci nez originalni
laser a posun frekvence je proporcionalni rychlosti ¢astic (Dopplertv posun). Laserovy paprsek
je rozdvojen, jeden miii do vzorku a druhy slouzi jako reference. Rozptylené svétlo ¢asticemi
je poté spojeno s referenci, z ¢ehoz lze zjistit Doppleriv posun. Hodnota zeta potencialu
nanocastice znaci, zdali se jedna o Castici stabilni nebo nestabilni. Tato hodnota také uzce
souvisi s morfologii nanocastice. Dle hodnot (-potencialu + 0—-10 mV jsou Castice vysoce
nestabilni, £ 10-20 mV relativné stabilni, + 20-30 mV stfedn¢ stabilni a > + 30 mV vysoce
stabilni.  potencial poskytuje pouze informace o elektrostatickych odpudivych silach, avsak
neposkytuje informace o pfitazlivych van der Walsovych silach uvniti nanocastice. Je dilezité
brat v potaz rlizné vlastnosti materialu, které mohou zapficinit stabilitu nano¢astic pfi jinych
hodnotach { potencialu nez jsou vyse uvedené hodnoty [40] [41].

1.8 Soucasny stav FeSené problematiky

Forsterliv rezonanc¢ni energeticky pfenos je v poslednich nékolika letech velmi studovanym
jevem, jenz je pouzivan jako mocny ndstroj pro poskytovani informaci na trovni nano-rozmeri
v mnoha aplikacich. Tento jev Uzce souvisi na sloZeni a konstrukci paru donor a akceptor.
technologie FRET. Kromé¢ tradi¢nich nanocéstic z organickych fluorofori jsou pouzivany pro
energeticky pfenos FRET 1 jiné nanocastice, jako napf. polovodi¢ové a grafenové kvantové
tecky, upkonverzni nanocastice, zlaté nebo grafenové nanocastice [42].

Systém host-hostitel v kombinaci s FRET v podob¢ fluorescencnich nanocastic jsou
V dnesni dob¢ pouzivany pro transport 1éCiv a jejich sledovani, kdy pfesnéd kontrola procesi
podavani 1éCiv vede ke zlepSeni terapeutickych vytézki. Obecné se v nano-mediciné FRET
vyuzivd ke sledovéani strukturdlnich zmén nanocastic, véetné jejich rozmeérid, asociace
a integrity Castic, uvoliovani u¢innych latek do svého okoli, interakce nanocastic s buitkami.
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Molekula hostitele mize slouzit jako nosi¢ pro zapouzdieni a uchyceni molekul hostl, véetné
1é¢iv nebo jinych terapeutickych latek. V souvislosti s farmakokinetikou je FRET pouzivan ke
sledovani organickych nanocastic in vivo, jelikoz tato technika urcuje jejich integritu. Integrita
nanocastic ma ve farmakokinetice zasadni vyznam, protoze definuje jejich klinické piinosy,
jako je napf. ochranny ucinek na zapouzdiend léCiva, organovy cileny ucinek, ucinek
membranového transportu, atd. Fluorescencni nanocastice 1ze pak dale pouzit k monitorovani
uvoliiovani navazanych molekul host V realném cCase pomoci FRET. V tomto piipadé jsou
karbocyaninova barviva (nesulfonované kyaniny, indocyaninova zelen, dialkylkrbocyaniny)
hojné pouzivanymi fluorofory s emisnim spektrem v blizké infracervené oblasti (650-900 nm),
které zajist'uje pronikavost do tkané a zabranuje autofluorescenci bunék a tkani [43] [44].

Zobrazovani pomoci NIR fluorescence je velmi atraktivni zpiisob pro Casnou detekci
rakoviny. Problémem fluoroford s NIR emisi je vSak slaba fluorescence z davodu
samo-zhaseni, nedostate¢na foto-stabilita a maly Stokesiv posun. Proto se vyvijeji strategie
vytvofeni nanocastic z malych organickych fluorofori a jednotlivé NIR-fluorescencni
molekuly jiz n€kolik let, aby bylo mozné dosahnout u¢inného fluorescenéniho rezonan¢niho
prenosu energie k ziskani NIR sond se zvysenou G¢innosti pro zobrazovani in vivo i in vitro
[45].

Uspésnymi se napf. stali védci z univerzity v Hong Kongu, ktefi usp&iné piedstavili
nanocastice se silnou NIR-fluorescenci. Z derivatu ftalocyaninu (NIR712) a NPAFN
(difenylamino-bifenyl-fumaronitril) byly vytvofené organické nanoc¢astice metodou vymény
rozpoustédla (vyména THF s vodnym roztokem), kdy latka NIR712 slouzila jako host emitujici
fluorescenci v NIR oblasti a latka NAPFN jako hostitel s vlastnosti agregaci indukované emise
slouzici jako zapouzdiujici Cervené emitujici nanocéstice. Divodem volby téchto dvou
fluoroforti bylo vhodné prekryti fluorescenéniho spektra NPAFN organickych nanocastic
s absorp¢énim spektrem fluoroforu NIR712, které zajist'uje u¢inny FRET v host-guest systému.
Vysledné nanocastice o priméru zhruba 118 nm mély téméf zanedbatelnou bunécnou toxicitu,
vyrazné vys§i foto-stabilitu, kdy FRET v dopovanych NP nebyl ruSen komplexnim
biologickym prostiedim, a velky Stokesuv posun (~250 nm). Z Stern —Volmerovy rovnice bylo
zjisténo, ze vice nez 1000 molekul NPAFN muze byt zhaseno pouze jednou molekulou
NIR712, coz dokazuje zesileny ptenos energie z NIR712 na NPAFN. Tyto vynikajici vlastnosti
zatidily NIR — ONP vyuziti v podobé fluorescenénich sond pro zobrazovani in vitro a in vivo
[46].

Vyuzitim host-guest strategie byly v roce 2022 pod vedenim Fuming Xiao byly poprvé
ziskany organické materidly charakteristické fosforescenci v dlouhovinné oblasti
(600/657-681/732 nm) a dlouhou dobou zivota (102-324 ms). Pyrenové jednotky
S navazanymi skupinami anisolem nebo N,N-dimethylanilinem byly zvoleny za hosty kvili své
vysoké konjugaci, kterd =zajistila, ze vysledny material bude podléhat dlouhovinné
fosforescenci. Jako hostitelska matrice byla zvolena slouc¢enina benzofenonu (BPO), ktera je
spojena S napomahanim pienost hostujicich excitoni a zamezenim jejich neradia¢nich
ptechodii. Ukézalo se, Ze ptenosy energie mezi molekulami hosta a hostitele, hraje zasadni roli
béhem fosforescencni aktivité. Mezi né patii FRET, ktery je povazovan za redlné vysvétleni,
pro¢ nékteré host-guest materialy jsou charakteristické fosforescenci pii pokojové teploté
(RTP). Vysledky ukazuji, ze navrzené host-guest materialy jsou charakteristické silnym
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cervenym dosvitem, ktery je viditelny pouhym okem. Tyto materialy vykazuji dobrou tkaniovou
penetraci pii biozobrazovani, které byly prozatim uspé€Sné pouzity pro sledovani nddort
u zivych mysi [47].

Opét v roce 2022 se povedlo Cinskym védctim zkonstruovat dvoustupiiovy systém
sekvenc¢niho ziskavani fosforescence s ultra velkym Stokesovym posunem (= 525 nm) a emisi
Vv blizké infraervené oblasti (NIR) pii 825 nm zracemického bromoizochinolinu (BQ)
obsahujici derivat 1,2-diaminocyklohexan, kurkubiturilu (CB) a latky SC4AD pomoci
kaskadového samousporadani ve vodném roztoku. Pivodni host BQ generoval slabou
fosforescenci ptfi vlnové délce 555 nm, kterd se dale spojila s latkou SC4AD za vzniku
homogenné sférickych nanocastic s velkym zvySenim doby zivota fosforescence na 0,364 ms.
Tyto sférické tésn¢ zabalené agregaty zpiisobily zvysSeni intenzity fosforescence zhruba 30krat.
Hydrofobni vnitiek kompaktni sestavy BC,CB,SC4AD do jisté miry chranil fosforofor pied
vlivem zhaSect, a také poskytoval mikroprostfedi pro ulozeni dalSich fluorescen¢nich barviv
(CyS, NiB), aby se mohl uskute¢nit u¢inny pienos energie (FRET). Tento systém byl déle
uspésné aplikovan jako NIR znaceni bunék [48].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni cast bakalarské prace se bude zabyvat optickymi vlastnostmi a charakterizaci
studovanych fluoroforii. Budou zde definované metody, které slouzili pro ziskani absorp¢nich,
excitacnich a emisnich spekter samotnych latek, HG systémi a nanocastic z nich pfipravenych.
Kvantovy vytézek bude jeden z parametr, podle kterého se bude urcovat zdali dochazi k FRET
a jestli se podili na zvyseni fluorescence a jak intenzivné k danému zvySeni ptispiva. Dale zde
bude popsan postup piipravy nanocastic a jejich charakterizace z hlediska jejich velikosti
a stability pomoci  potencidlu. Posledni studovanou vlastnosti byla doba zivota fluorescence
jednotlivych systémii.

2.1 Studované organické molekuly

Organické molekuly studované v této praci pochazeji z Fakulty
chemickotechnologické - Univerzita Pardubice a byly syntetizovany a charakterizovany
skupinou prof. Ing. AleSe Imravského, Ph.D. Molekularni struktura téchto latek je znazornéna
v tabulce 1. Design téchto latek je zaloZzeny na piedchozich zkusenost a ziskanych poznatcich,
které jsou popsany v samotném ¢lanku [49].

Tabulka 1 Akronymy, zkracené ndzvy a strukturni vzorce studovanych organickych molekul

Akronym Zkraceny nazev Strukturni vzorec

Difenylamin-
difenylstilben-
indandion

DPA-DPS-100

DPA-DPS-V Difenylamin- O \ Q

deifenylstilben-vinyl
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Difenylamin- Q
DPA-DPS- . .
V(COOMe), .dlfenylstllben- N Q N O
di(methoxykarbonyl) N\ coome

vinyl MeOOC

Tabulka 2 Ciselné oznaceni a molekulova hmotnost studovanych organickych molekul

Akronym Ciselna zkratka Molekulova hmotnost (g-mol™)
DPA-DPS-100 Gl 656
DPA-DPS-V H1 526
DPA-DPS-V(COOMe); H2 642

Zkratky G1, H1, H2 byly zvoleny podle HG systému, kdy zkratka H1, H2 znaci hostitele
a zkratka G1 znaci hosta (guest).

2.2 Pouzité pristroje a pomicky

e B¢&zné laboratorni sklo a vybaveni

e Analytické vahy ew 620-3NM (KERN)

e Magneticka michacka IKA C-MAG HS7 (BioTech a.s.)

e Spektrofotometr UV HITACHI U3900H

¢ Fluorescen¢ni spektrometr HORIBA FluoroCube PRO-850

e S5 spektrofluorometr (Edinburgh Instruments)

e Koloidni DLS analyzator ZetaSizer Nano ZS (Malvern Panalytical)

2.3 Priprava roztoku

Experimentalni ¢ast se zacinala pfipravou zdsobnich roztokli vSech organickych fluoroforti.
Bylo nutné zvolit takové rozpoustédlo, ve kterém se dana molekula nejlépe rozpustila. Dalsi
podminkou vybéru rozpoustédla byla vzajemnd misitelnost rozpoustédel pii nanoprecipitacni
metod¢ piipravy nanocastic. Z téchto diivodi byl zvolen bezvody tetrahydrofuran (THF) jako
rozpoustédlo. Pouze pro ptipravu zésobnich roztokl byl zvolen aceton z diivodu jeho t€kavosti
a rychlého vypatovani. Nejdiive bylo navdzeno malé mnozstvi latky na analytickych vahach
Vv fadu nékolika desitek miligramii. Konkrétn¢ navazka latky DPA-DPS-100 byla o0 hmotnosti
3,1 mg, navazka latky DPA-DPS-V o hmotnosti 2,6 mg, a navazka
latky DPA-DPS-V(COOMe)2 0 hmotnosti 2,6 mg. Nasledné byly latky zality 20 ml acetonu
a byly vlozeny do ultrazvukové Cisticky Kraintek K-2LM naplnéné vodou, aby doslo k jejich
uplnému rozpusténi. Takto byly pripravené zasobni roztoky podle tabulky 3 s koncentraci
v rozmezi 0,20 do 0,25 mmol-dm=. Jelikoz studované organické fluorofory p¥i delsimu
vystaveni slune¢niho zateni degraduji, musely byt uchovany v zasobnich lahvickach z tmavého
skla a uloZeny na misté bez pfistupu slune¢niho svétla.
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Pii tvorbé vzorka byl odpipetovan urcity objem ze zasobniho roztoku, ktery se nechal
odpafit. Na spodu vialky dana latka vykrystalizovala a nasledn¢ byla zalita rozpoustédlem THF.
Pro veskera méteni byly pouzity roztoky latek v rozpoustédle THF. Po odpateni a zaliti latky
THF byl zasobni roztok vzdy nékolikrat zfedén dle potieby. Tabulka 1 zobrazuje molekuly,
Z kterych byly piipraveny zasobni roztoky. Akronymy molekul byly vhodné barevné rozliSeny
a stejné barevné oznaceni koreluje s ozna¢enim latek v grafech.

Tabulka 3 Vysledné koncentrace zasobnich roztokii jednotlivych latek

Akronym Koncentrace zasobniho roztoku (mmol-dm)
DPA-DPS-100 0,2364
DPA-DPS-V 0,2473
DPA-DPS-V(COOMe) 0,2026

2.4 Priprava host-guest systémiu

K piipravé jednoho host-guest systému (HG) byly pouzity dvé latky, neboli host a hostitel.
Hostitele bylo vzdy objemové vice. Byly zvoleny objemové poméry 1:10, 1:25, 1:50, 1:75, kde
vzdy jeden objemovy dil tvofil host. V nasem piipad¢ byl pouze jeden host, kterou byla latka
DPA-DPS-I00, a dva hostitelé DPA-DPS-V, DPA-DPS-V(COOMe)2. Prvni systém
hostitel-host byl slozen z latek DPA-DPS-100, DPA-DPS-V a druhy z latek DPA-DPS-100,
DPA-DPS-V(COOMe)2. Ze zasobnich roztoki obou latek byla dle pomért z tabulky 4
napipetovana do stejnych vialek urcita objemova mnozstvi, ktera se nechala odpaftit a nasledné
byla zalita 1 ml bezvodym THF.

Tabulka 4 Pipetovand objemova mnozstvi organickych fluoroforii pro tvorbu HG-systémii S vyslednymi moldrnimi poméry

Objemovy pomeér Mf)lémi Mf)lérni Mnozstvi G1 Mnozstvi H1/ H2
pomér GIHI | pomér G1H2 (ml) (ml)
1:10 1:10,5 1:9 0,100 1
1:25 1:26 1:21 0,040 1
1:50 1:52 1:43 0,020 1
1:75 1:79 1:64 0,013 1

Ptiklad vypoc¢tu molarniho poméru systému G1H]1 pii objemovém poméru 1:10:
n=c-V
n;=0,2364 mmol-dm--0,0001 dm? =0,2364-10~* mmol
n, =0,2473 mmol-dm=-0,001 dm?3 = 0,2473-10~3 mmol
0,2473-1073 mmol + 0,2364-10™* mmol = 10,46 =10,5
Vysledny molarni pomér je 1 : 10,5.
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2.5 Priprava nanocastic

Nanocastice byly pfipraveny ze samostatnych fluoroforti i z obou HG-systému metodou
samouspofaddni na bazi nanoprecipitace. Nejdiive byly hydrofobni organické molekuly
a HG systémy rozpusténé v THF, které je s vodou misitelné, a nasledné¢ bylo malé mnozstvi
vzniklého roztoku ptikapavano pomoci pipety do vodné faze (deionizovené vody) za
intenzivniho michani michacky IKA-C-MAG. Riznymi objemovymi mnozstvimi (viz tabulka
5) ptikapavanymi do vodné faze vznikly nanocastic o riznych koncentracich. Pfed méfeni
fluorescence byly nanocastice piefiltrovany ptes filtr RC (redukova celuloza) o velikosti port
0,45 um, aby se omezil vyskyt balastniho materidlu nebo agregata ¢astic ve vzorku.

Tabulka 5 Konkrétni objemovd mnozstvi HG systému a vodné faze pro pripravu NP

Objemové mnozstvi HG systému (ml) | Mnozstvi vodné faze (ml)
0,1 5
0,2 5
0,4 5

2.6 Meéreni absorbance

Po ptipravé roztokll, nanoc¢astic a HG-systémil nasledovalo méfeni absorbance a absorp¢nich
spekter na UV spektrometru Hitachi U-3900H. Na méfeni byly pouzity kiemenné kyvety
s optickou drahou 1 cm. Absorbance se métila na rozpéti vinovych délek 200 — 800 nm. Cilem
bylo dosdhnout hodnoty absorbance 0,1, coz je hodnota vhodnd pro dal§i méfeni
fluorescen¢nich spekter a doby zivota fluorescence. Pokud méfené roztoky latek dosahovaly
vys§i absorbance, byly nasledné ziedény a znova zmétfeny. Ve velmi koncentrovanych
roztocich muze dochazet ke sniZzeni fluorescence, kdy ne vSechny molekuly v roztoku jsou
schopny pifimo absorbovat zateni ze zdroje pfistroje, protoZze jsou zastinény molekulami
nachazejicimi se pred nimi.

Vysledkem byla absorpéni spektra, zkterych byly odefteny absorpéni maxima
jednotlivych studovanych roztokl potfebnych pro nastaveni excitaéniho zéfeni pifi méteni
fluorescenénich spekter. Absorpéni a excita¢ni spektrum bylo v ptipadé kapalného roztoku
shodné.

2.7 Méreni fluorescen¢nich spekter

Meéfeni fluorescence probihalo na spektrofluorometru FS5 firmy Edinburgh Instruments. Tento
spektrofluorometr obsahuje xenonovou obloukovou vybojku jako zdroj zafeni. Intenzitu zafeni
je mozno korigovat nastavitelnou Sitkou Stérbin, kterymi paprsek prochazi. Fluorescenéni
spektra a kvantové vytézky jsou méfena pomoci vymeénitelného modulu s klasickym drzakem
na kyvety nebo modulu s integracni sférou, které je mozné méfit jak pevnou tak kapalnou fazi
studovanych latek.

Emisni a excitacni spektra studovanych latek byla méfena pomoci modul SC-25
S klasickym drzdkem na kyvety. Mé&feni spekter probihalo vrozmezi vlnovych délek
250-850 nm. Konkrétné byly pouzity kyvety vyrobené z kiemenného skla s optickou délkou
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1 cm. Do kyvety byly pomoci pipety davkované roztoky s piibliznou hodnotou absorbance 0,1.
Pokud byl vzorek charakteristicky nizkou intenzitou fluorescence, do kyvet se davkovaly i vice
koncentrované roztoky s hodnotou absorbance vyssi nez 0,1. V pfistroji byla nastavena vinova
délka excita¢niho maxima na hodnotu absorpcniho maxima a emisni maximum. Vysledkem
byla prvotni spektra, ktera slouzila jako ptedloha pro nasledujici pfesné méfeni spekter a také
pro zjisténi pfesného emisniho maxima. V dal§ich méfenich byla emisni a excitacni spektra
zmeétena vzdy nékolikrat pti vice vinovych délkach a s vétsi intenzitou zaieni. Divodem téchto
opakovanych méfeni je ptipadné zjistit zménu spektra, jelikoz predpokladame, Ze tvar emisniho
spektra nezalezi na vlnové délce excitacniho zafeni. Zména spektra by znamenala, ze se systém
nechova podle Kashova pravidla a je ovlivnény néjakym dal$im jevem, napi. pfitomnosti
neéistoty. Pomoci $itky §térbin se intenzita zafeni nastavila na hodnotu piibliznou 1-108 CPS
(counts per second), coz znamena pocet zachycenych fotond za jednu sekundu. Takovym
nastavenim piistroje se dosahne nejpresnéjsich vyslednych hodnot.

2.8 Méreni kvantového vytézku fluorescence

Meéfeni kvantovych vytézka opét probihalo na spektrofluorometru FS5, ale pomoci jiného
ptistupu za pouziti modulu SC-30 s integra¢ni sférou. Integraéni sféra je kulovita plocha, ktera
je vyrobena z bilého materialu spectralonu, ktery je schopen odrazit az 99,9 % dopadajiciho
zateni. Dle skupenstvi vzorku je dulezité zvolit spravny drzak pro kyvety nebo pevnou fazi.

Postup méfeni kvantového vytézku vzorkd v roztoku byl provadén nasledujicim
zpusobem. Nejdiive bylo zmétfeno pozadi dané ptitomnosti rozpoustédla, v tomto piipadé
tetrahydrofuranu nebo deionizované vody pifi mefeni NP, a také vlastnosti excitacni sféry.
Celkovée se timto méticim krokem ziskalo spektrum, které vyjadrovalo jak zafi zdroj zafeni
(xenonova vybojka) véetné vlivu kvantové sféry obsahujici kyvetu s rozpoustédlem. Excitacni
Stérbina byla zdmérné nastavena na hodnotu nékolikrat vétsi (napt. 4 nm) nez emisni Stérbina
(napf. 0,4 nm). Hodnoty excitacni a emisni vlnové délky byly nastavené na stejnou hodnotu
absorpéniho maxima zkoumaného vzorku. Intenzita zafeni opét dosahovala hodnoty 1-10° CPS.
Dale byl zméten excitacni pulz zdroje zatfeni. Méfeni emise fluorescence Cistého rozpoustédla
probéhla na rozmezi vilnovych délek od hodnoty excitatniho maxima az po 850 nm, coz byl
konec spektralniho rozsahu pfistroje. Po vyméné kyvety srozpoustédlem a za kyvetu se
vzorkem bylo pomoci sejného postupu zméteno dalsi emisni spektrum a excitaéni pulz zdroje
pies kyvetu se vzorkem. Vysledna Ctyfi spektra byla poté analyzovéana softwarem Fluoracle.
Ten automaticky vypocital hodnotu podilu absorbovanych k vyzafenym fotontim, neboli
hodnotu kvantového vytézku.

2.9 Méreni doby Zivota fluorescence

Doba zivota fluorescence vyjadiuje stiedni dobu, za kterou dand molekula fluoroforu
V excitovaném stavu navrati zpatky do zékladni energetické hladiny prostiednictvim
fluorescence. Tato doba byla méfena na pfistroji HORIBA FluoroCube PRO-850 pomoci
metody TCSPC.

Vlnové délky ndlezici excitanim maximim ziskané zptfedchoziho méfeni
fluorescencnich spekter byly pouzity pro vybér laserovych diod, jakozto zdroje excitaéniho
zareni. Kfemenna kyveta obsahujici vzorek byla vlozena do drzaku na kyvety spolu s kyvetou
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obsahujici roztok Ludox — koloidni roztok oxidu kfemicitého. Pomoci monochromatoru a sirky
Stérbin se nastavilo mnoZzstvi dopadajicich castic, ktery nesmél pfesahnout 2 %, aby nedoslo
k pfesyceni detektoru. Nejdiive byla zméfena funkce odezvy pristroje (prompt) odrazejici
rozlozeni fotonil z excita¢niho impulzu v nefluorescencnim rozptylovém prostiedi, které bylo
zajisténo vySe zminénym roztokem Ludoxu. Poté nasledovalo méfeni rozpadu emise
fluorescence (decay). Pfistroj méfil cas, za ktery dopadne na detektor prvni foton
prostiednictvim fluorescence od excitace zaienim. Doba zivota fluorescence byla vypocitana
ze sklonu rozpadové kiivky podle vztahu (7).

Vysledna fluorescen¢ni rozpadova kiivka se proklada exponencialni kiivkou, pficemz
nejéastdji se pouzivd metoda nejmensich ¢tverci ((chi-kvadratovy test y%). Ten vyjadiuje jak
piesné jsou prolozenéd experimentalni data. Pokud bylo prolozeni monoexponencialni, vystup
poskytoval jednu dobu Zivota fluorescence s hodnotou y? blizké 1. Velka hodnota ¥ obvykle
naznacovala multiexponencialni rozpad zptisobeny dal§imi fluorescenénimi slozkami.

2.10 Méreni velikosti a zeta potencialu nanocastic

Poslednim krokem byla samostatnd charakterizace nanocéastic. Méfeni velikosti 1 zeta
potencialu nanocastic probihalo na pfistroji zvaném Zetasizer Nano ZS firmy Malvern
Panalytical. Jednotlivé roztoky s nanocasticemi byly preneseny do sklenénych kyvet
v mnozstvi 0,5 ml a po jedné vloZeny do pfistroje. Pro ziskani spravnych dat byl pocet méteni
Vv jedné sérii zvolen 12 a pocet opakovani sérii 3. Vysledkem méteni byla velikost nanocastic
a korelacni ktivky, graficky znadzornéna distribuce velikosti nanocastic. Kvalita ziskanych
vysledkl byla zhodnocena na zékladu tvaru ziskané korelacni kiivky. V piipad¢, Ze korelacni
kiivka nesplnovala vSechny kritéria spravného méteni, experiment byl zopakovany. Z grafu
distribuce velikosti ¢astic bylo mozné vy¢ist pfevaznou velikost nanoc¢astic a odchylky velikosti
zpiisobené agregaci nanocastic nebo jejich rozpadem.

Hodnota zeta potencialu se méti neptimo prostiednictvim elektroforetické pohyblivosti
studovanych ¢astic. Jeho méfeni pfinasi podrobny pohled na pticiny dispergace, agregace nebo
flokulace a lze jej pouZit ke zlepSeni sloZeni disperzi, emulzi a suspenzi. Pfed méfenim zeta
potencialu bylo nutné do sklenéné kyvety vlozit tzv. ponornou celu obsahujici katodu a anodu,
slouzici pro méfeni zeta potencialu nanocastic ve vodnych i nevodnych rozpoustédlech, a az
poté byla kyveta vlozena do pfistroje. Dale se opét zvolil spravny typ méfeni s nazvem zeta,
pocet méteni v jednom opakovani a pocet opakovani, typ kyvety a ponorné cely, teplota méfeni.
Pocet méteni byl nastaven na 30 v jedné sérii a pocet opakovani sérii byl opét 3. Béhem méteni
byly kladné ¢astice pritahovany k anodé a zaporné ¢astice ptitahovany ke katodé, ¢imz se urcila
pohyblivost nabitych ¢astic ve stfidavém elektrickém poli. Zeta potencial se poté ziskal
pfepoctem, jelikoz rychlost Castice je imérnd elektrickému potencialu €astice ve smykovém
poli. Vysledkem byla ptehledna tabulka s jednotlivymi hodnotami zeta potencialu.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Tabulka 6 shrnuje vysledné optické vlastnosti studovanych organickych molekul, z nich
vytvofenych host-guest systémi a nanocastic, které jsou podrobnéji diskutovany
V nasledujicich kapitolach.

3.1 Vysledky méreni na UV spektrofotometru
3.1.1 Absorbance samotnych latek

Po provedeni UV spektroskopie byla ziskana absorp¢ni spektra jednotlivych latek, ktera se
nachdazeji na obrazku 8. Jedna se o spektra zasobnich roztoki, pti¢emz hodnoty absorbanci jsou
normalizované, tak aby maximum bylo rovno 1. Zbarveni téchto roztokii odpovida poloze
absorpc¢nich spekter, kdy koncentrovany roztok s latkou DPA-DPS-100 ma cervenou barvu,
dalsi roztok s latkou DPA-DPS-V ma opalescen¢ni svétle modrou barvu a posledni roztok
s latkou DPA-DPS-V(COOMe)2 ma Zlutou barvu. Charakteristické zbarveni jednotlivych latek
lze vidét na obrazku 7.

DPA-DPS-V(COOMe),

4 .
S —

Prvni absorpéni pas latky DPA-DPS-IOO se rozklada na rozmezi vinovych délek
410-590 nm s absorpcnim maximem Amax pti vinové délce 480 nm. Tento pas nejspise odpovida
elektronovému piechodu ze zakladni hladiny So do vysSi energetické hladiny Si, tedy

Obrazek T Charakteristické zbarveni zasobnich roztokit samotnych latek

k pfechodu elektroni mezi nejvy$sim obsazenym molekulovym orbitalem (HOMO)
anejniz§im obsazenym molekulovym orbitalem (LUMOQO). Tato latka ma jesté dva dalsi
absorp¢ni piky pfi vlnové délce 348 nm a 309 nm.

Po absorpci energie fotonu dochazi u chromofort tohoto typu (donor-akceptor) k tzv.
intramolekularnimu CT (charge transfer) pfechodu (ICT), kdy pfi excitaci molekuly pfechazi
elektrony z elektronové bohaté ¢asti molekuly (donor) do elektronové deficientni casti
(akceptor). K tomu dochazi pouze v prvnim absorp¢nim pasu, v dalSich absorp¢nich pasech se
uplatiiyji jiné orbitalové prechody.
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Tabulka 6 Shrnujici tabulka ziskanych parametrii z experimentalni casti

Forma Amax AEx Aem | PLQY d C
Latk ns PDI
T pomen | (m) | am) | omy | @) || om) (mV)
Roztok | 480 | 480 | 750 | 344 | - - ; ]
-100 (G1) NP 500 | 498 | 750 | 3,1 - - ; ]
Pevnafize | - | 622 | 686 | 7,0 | 006 | - - ;
Roztok | 383 | 379 | 475 | 69,2 | - - ; ]
-V (H1) NP 389 | 386 | 491 | 147 | - ] ] ]
Pevna fize | - | 449 | 476 | 12,6 | 2,93 | - - ;
Roztok | 407 | 406 | 607 | 416 | - ] ] ]
-V/(COOMe);
+H2) NP 414 | 408 | 591 | 156 | - ] ] ]
Pevnd fize | - | 528 | 574 | 20,0 | 2,25 | - - ;
Smes-100, | ROZOK | 383 | 383 | 472 | 611 | 174 | - - ;
V(GIHL) | Np(1:10) | 387 | 387 | 666 | 535 | 1,38 | 97 | 018 | —23
Smés -100, | Roztok | 406 | 405 | 605 | 56,6 | 0,10 | - ; ;
-V/(COOMe);
(GIH2) | NP (1:10) | 412 | 410 | 693 | 141 | 062 | 113 | 032 | -17

Poloha a energie vSech ptechodl je ovlivnéna charakterem prostfedi, v kterém se fluorofor
nachazi. V naSem piipad¢ je prostiedi tvofeno rozpoustédlem THF, které je mirné polarni.

Na obrazku 8 si lze vSimnout posunu absorpéniho spektra latky DPA-DPS-100
kdelsim  vlnovym  délkdm  vG¢i  absorpénim  spektrim  latek  DPA-DPS-V
a DPA-DPS V(COOMe)2, ktery je charakteristicky pro ICT ptechody. Tento bathochromni
posun je zpusoben silnou elektronové-akceptorni skupinou, indandionem. Po absorpci zéfeni
dochazi k zméné elektronické struktury molekuly v excitovaném stavu. Kazda ze zkoumanych
latek ma rozdilné€ silné elektron-akceptorové skupiny, coz zptisobuje rozdilny vliv na rozloZeni
elektront v molekule jak ve stavu So tak ve vysSim stavu Si. Timto dochazi ke zméné
dipdlového momentu molekuly, ktery zpusobi rozdilné interakce mezi molekulami latky
a rozpoustédla. Molekuly rozpoustédla THF maji také urcity dipdlovy moment, ktery zptisobi
natoeni molekul rozpoustédla k molekule fluoroforu. Tento efekt je zndm pod ndzvem
solvatochromismus. Solvatochromismus je zpisoben interakci mezi molekulami rozpusténé
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latky a molekulami rozpoustédla, které stabilizovaly jeden nebo oba orbitaly zapojené do
elektronového piechodu, ¢imz ovlivnily absorpéni maximum /Jmax. Podle Fanck-Condonova
principu je pohyb jader pomalejsi nez pohyb elektrontl, coz znamena, ze molekuly rozpoustédla
nem¢ly ¢as na zménu orientace a doslo K excitaci rozpoustédla. Z toho vyplyva, ze molekula
fluoroforu se silnym dipolem ztratila elektrickymi interakcemi ¢ast energie, ktera byla vyuzita
k otoc¢eni molekul THF spravnym dip6lem. Dusledkem je snizeni energetické mezery mezi
vy$$i energetickou hladinou a zakladnim stavem, které zptsobilo posun absorp¢niho maxima
Amax K vE€t8im vinovym délkam.

Latka DPA-DPS-(COOMe): je charakteristickd prvnim absorpénim pasem v rozmezi
vlnovych délek 350-490 nm a aborpénim maximem Amax pii vinové délce 407 nm. Energie
potiebna k prechodu elektroni mezi orbitaly HOMO a LUMO je vétsi nez v piipadé latky
DPA-DPS-100 a v porovnani s ni se jednd o hypsochromni posun maxima o 73 nm.
Akceptorova skupina V(COOMe): je polarni a silna, ale v porovnani s akceptorovou skupinou
-100 je slabsi, a proto dochazi k mensimu posunu k vétsim vinovym délkam. Stejné jako
v ptipad¢ latky DPA-DPS-I0O je ve spektru viditelné druhé lokalni maximum pfii vinové délce
303 nm.

Prvni absorpéni pas latky DPA-DPS-V se nachazi na rozmezi vlnovych délek
330—440 nm s absorptnim maximem Amax pii vinové délce 383 nm. Tato latka
s elektron-akceptorovou skupinou vinylenem je ze vSech tii skupin nejméné polarni. Zména
této skupiny ma za nasledek zménu energie potiebné k prfechodu elektronti mezi orbitaly
HOMO a LUMO. Z toho vyplyva, Ze energie potiebna pro tento piechod je vétsi nez v piipadé
predchozich latek. Dusledkem nizké polarity molekuly je slaby dip6lovy moment molekuly,
coz zpusobuje také slabé intermolekulové interakce. V porovnéni s absorpénim spektrem latky
DPA-DPS-100 se jedna o hypsochromni posun maxima o 97 nm.

1,2 1

——— DPA-DPS-100
—— DPA-DPS-V
——— DPA-DPS-V(COOMe)2

Absorbance [a.u.]
o o
> [e))

o
N
1

0 —— — oo - L penally

LI S e e — B S e S BN e S Ea

250 350 450

. 550 650 750 850
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Obrazek 8 Absorpcni spektra jednotlivych organickych fluoroforii DPA-DPS-V(COOMe)2, DPA-DPS-I00, DPA-DPS-V
v THF

Tabulka 7 obsahuje vSechny namétené vinové délky pro maximalni absorbanci v roztoku THF.
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Tabulka 7 Namérené vinové délky absorpcnich maxim jednotlivych latek

Akronym Elektron-akceptorova skupina | Amax (NM)
DPA-DPS-100 Indandion 480; 348; 309

DPA-DPS-V Vinyl 383; 308

DPA-DPS-V(COOMe), | Di(methoxykarbonyl)vinyl 407; 303

3.1.2 Absorbance nanocastic vytvorenych ze samotnych latek

Vysledna absorp¢ni spektra nanocastic vytvoienych ze samotnych latek ve vodném prostiedi je
mozné vidét na obrazku 9. Absorpcni pas nanocastic latky DPA-DPS-IOO se nachazi na
rozmezi vinovych délek 436-640 nm s absorpénim maximem Amax pii vinové délce 500 nm.
Tento absorp¢ni pas odpovida piechodim elektronti mezi orbitaly HOMO a LUMO. Poloha
a energie vsech elektronovych pfechodt je ovlivnéna prostiedim, v kterém se dané nanocastice
nachazi. V tomto piipad¢ je prostiedi tvofeno destilovanou vodou. Voda jakozto rozpoustédlo
je velmi polarni, v porovnanim s THF je voda dle indexu polarity dvakrat tak polarni nez THF.
Takto polarni rozpoustédlo ovlivnilo rozlozeni elektronti v orbitalech HOMO a LUMO.
Indandion, jenz je strukturné velka elektron-akceptorova skupina, zptsobi pfesun elektronti
a vytvofeni hustého elektronového mraku ve svém okoli. Tato akceptorova skupina diky
rozmérné struktufe pfispiva k mraku dal§imi elektrony, coz zptsobi siln€j$i mezimolekularni
interakce. Timto rozloZenim elektrond dochazi ke zméné dipélového momentu na povrchu
molekuly a rozlozeni elektrond ve stavu Soi ve vys§im energetickém stavu Si. V tomto ptipadé
reaguji s molekulou rozpoustédla pouze molekuly na povrchu nanocastice. Zbytek molekul
uvnitf nanocastice se chova jako pevna latka. Kazda nanocastice je agregatem molekul, které
se na sebe skladaji ur¢itym zpiisobem. Vzdalenost molekul a zptisob skladani znaéné ovliviiuje
jejich vzajemné interakce. Cim bliZe jsou molekuly u sebe tim jsou siln&jsi intramolekularni
interakce.

Bylo by moZné piedpokladat, Ze absorpéni maxima nanocastic budou shodna
S absorp¢nimi maximy jednotlivych latek, avSak v porovnani s absorpénim spektrem samotné
latky DPA-DPS-IOQ je prvni absorpéni maximum nanocastic bathochromné posunuté o 21 nm.

Absorpéni pas nanocastic vytvoienych zlatky DPA-DPS-V(COOMe). se nachazi
v rozmezi vinovych délek 360-510 nm s absorpénim maximem Amax pti vinové délce 414 nm.
Opét Vv prvnim absorpénim pasu dochdzi KICT, dal$i pas je charakteristicky jinymi
orbitalovymi  pfechody. Uvnitf nanocastice jsou vlivem elektron-akceptorové
skupiny -V(COOMe), jednotlivé molekuly uspofadany jinym zplusobem, nez v piipadé
nanocastic latky DPA-DPS-100, coZ se projevi slabSimi n-r interakcemi a mensim orbitalovym
ptekryvem. Disledkem je hypsochromni posun maxima o 86 nm vzhledem k absorpénimu
spektru nanocastic latky DPA-DPS-100.

Absorp¢ni spektrum nanocastic latky DPA-DPS-V je tvofeno vyraznym prvnim
absorpcnim pasem v rozmezi vinovych délek 340—450 nm s maximem Amax pii vinové délce
389 nm., Tato latka s elektron-akceptorovou skupinou vinylenem je ze vSech tii skupin nejméné
polarni. Zména této skupiny ma za nasledek zménu energie potiebné k ptrechodu elektronit mezi
orbitaly HOMO a LUMO. Z toho vyplyva, Ze energie potiebna pro tento prechod je vetsi nez
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Vv ptipad¢ predchozich latek. Uvniti nanocastice jsou pravdépodobné molekuly uspotadané
jinym zpusobem nez v ptredchozich dvou pfipadech a vlivem slabé akceptorové skupiny jsou
intermolekularni interakce slabsi. Vzhledem k absorpénimu spektru nanocastic latky
DPA-DPS-100 doslo k hyspochromnimu posunu absorpéniho maxima prvniho absorp¢niho
pasuo 111 nm.
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Obrazek 9 Absorpcni spektra nanocastic vyrobenych z jednotlivych fluoroforii ve vodném roztoku

Tabulka 8 obsahuje vSechny naméfené vinové délky pro maximalni absorbanci
nanocastic ve vodném roztoku.

Tabulka 8 Nameérené vinové délky absorpcénich maxim pro nanocastice vytvorené ze samostatnych latek

Nanodcastice Elektron-akceptorova skupina | Amax (NmM)
DPA-DPS-100 Indandion 500; 367; 307

DPA-DPS-V Vinyl 389; 305

DPA-DPS-V(COOMe)2 Di(karboxymethyl)-vinyl 414; 303

3.1.3 Absorbance HG systémii

Po vytvofeni HG systémit GIH1 a G1H2 byly zmé&feny jejich absorpéni spektra. Na obrazku 10
jsou vyobrazena absorpéni spektra systému H1G1 ve ctyfech riznych molarnich pomérech
1:10,5, 1:26, 1:52, 1:79 ptipravenych v rozpoustédle THF. Tato absorp¢ni spektra se shoduji
V prvnim absorpénim pdasu, ktery se nachazi vrozmezi vlnovych délek 330-430 nm
S absorpénim maximem Amax pi1 vinové délce 383 nm. Prvni absorpéni maximum se shoduje
S prvnim absorpénim maximem samotné latky DPA-DPS-V (H1), jak muzete vidét na
obrazku 8. Tato latka je hostitelem tohoto systému G1H1, coZ znamen4, Ze je zastoupena ve
vétsim objemovém 1 molarnim mnoZstvi nez samotny host (viz tabulka 4). Da se tedy
pfedpokladat vyrazna absorpce hostitele H1 a nepatrna absorpce hosta G1, coz vede ke shodé¢
absorp¢nich maxim se samotnou latkou H1. JelikoZ je systém GIH1 smési ze dvou latek,
absorpce hosta Glse nejvice projevila v objemovém poméru 1:10,5, ktery obsahuje méné
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molekul H1 nez ostatni objemové poméry. Pii poméru 1:10,5 roste absorp¢ni pas hosta G1
v oblasti piiblizné 450-530 nm s absorpénim maximem pii vinové délce 480 nm. Toto
absorp¢ni maximum se shoduje s absorpénim maximem samotné latky DPA-DPS-100 (G1),
tudiz se opravdu jedna o absorpci latky G1. Na absorpénim spektru je viditelné druhé lokalni
maximum pii vinové délce 301 nm, které je shodné ve vSech objemovych pomérech systému
G1H1.
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Obrazek 10 Absorpcni spektrum HG systému G1HI v riiznych objemovych pomérech v rozpoustedle THF

Absorbance druh¢ho HG systému latek G1H2 v molarnich pomérech 1:9, 1:21, 1:43
a1:64 je zobrazena na obrazku 11. Tato absorpéni spektra se shoduji v prvnim absorpénim
pasu, ktery se nachazi v rozmezi vinovych délek 350-480 nm s absorpénim maximem Amax pfi
vlnové délce 406 nm. Systém G1H2 je smési ze dvou latek, kdy latka H2 je vétSim objemovém
a molarnim mnoZstvi nez latka G1. Z toho vyplyva, ze prvni absorpéni maximum bude patfit
latce H2, coz mizeme potvrdit shodou sabsorpénim maximem samotné latky H2
(DPA-DPS-V(COOMe)2) z obrazku 8. Absorpce hosta G1 se projevila pouze v molarnim
poméru 1:9 pii vétsich vinovych délkach v oblasti okolo 470-530 nm, kde se nachazelo
maximum pii vinové délce 480 nm. Tento pik je nepatrny v porovnani s prvnim systém H1G1
(viz obrazek 10), protoze latka H2 absorbuje az do vinové délky 480 nm.
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Obrazek 11 Absorpce HG systému latek G1H2 v riiznych objemovych pomérech v rozpoustédle THF

Pti pohledu na obrazek 12 miizeme pozorovat bathochromni posun absorp¢niho spektra
systému G1H2 oproti absorpénimu spektru systému G1H1. Tento posun je zptisoben silnéjsi
akceptorovou skupinou V(COOMe), ve struktufe molekul H2. V obou ptipadech dochazi
po absorpci energie ve stavu S; k posunu elektront k akceptorové skuping, coZ zpisobi zménu
dip6lového momentu molekuly. Ob¢ latky v systémech G1H1 a G1H2 absorbovaly samostatné
(avSak G1 malo intenzivn¢) a tedy poloha spekter je shodna s polohou spekter samostatnych
latek (viz obrazek 8).
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Obrazek 12 Absorpcni spektrum systemit GI1HI1 a GIH2 v objemovém poméru 1:10 v rozpoustédle THF

3.1.4 Absorbance nano¢astic vytvorenych z HG systémii

Na obrazku 13 je vyobrazeno absorp¢ni spektrum nanocastic vytvorenych z HG systému latek
G1H1 v molarnich pomérech 1:10,5, 1:26, 1:52, 1:79. Absorp¢ni spektra jednotlivych
objemovych poméri se shoduji v prvnim absorpnim pésu, ktery se rozkladd v rozmezi
vinovych délek 340-450 nm s absorpénim maximem Amax pii vinové délce 387 nm. Dale je na
absorp¢nim spektru viditelny vliv molekul latky G1 v dlouhovinné oblasti vV rozmezi vinovych
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délek 450-600 nm s absorpénim maximem pii vinové délce 496 nm. Absorpce latky G1 se
projevuje pouze u nanocastic V objemovém pomeéru 1:10.
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Obrazek 13 Absorpcni spektrum nanocdastic vytvorenych ze systéemu latek G1HI v riiznych objemovych pomeérech ve vodném
rozpoustédle

Absorpcéni spektrum nanocastic vytvorenych z HG systému GIH2 Vv molarnich
pomérech 1:9, 1:21, 1:43 a 1:64 mizeme vidét na obrazku 14. Absorp¢ni spektra jednotlivych
objemovych poméri se shoduji v prvnim absorpénim pésu, ktery se rozkladd v rozmezi
vinovych délek 360-520 nm s absorpénim maximem Amax pti vinové délce 412 nm. Poloha
a energie veskerych elektronovych prechodii je ovlivnéna polaritou vodného rozpoustédla,
ve kterém se dané nanoc¢astice nachazeji. Dale je na absorpénim spektrum v dlouhovinné oblasti
viditelny vliv molekul latky G1. Absorpéni maximum latky G1 se nejspiSe nachazi v okoli
vlnové délky 500 nm. Absorpce samotné latky G1 se projevuje pouze u nanoc¢astic v molarnim
poméru 1:9. Na absorpénim spektru je vidét druhy absorpéni pas v rozmezi vlnovych délek
280-360 nm s absorpénim maximem pfii vinové délce 306 nm.
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Obrazek 14 Absorpcni spektrum nanocastic vytvorenych ze systému latek GIH2 v riznych objemovych pomérech ve vodném
prostredi
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Na obrazku 15 Ize vidét posun absorp¢niho spektra nanoc¢astic vytvorenych ze systému
GI1H2 smérem k delSim vinovym délkdm v porovnani s absorpcnim spektrem nanocastic
vytvotenych ze systému G1lH1 v objemovych pomérech 1:10. Tento posun je zplsoben
elektron-akceptorovou skupinou V(COOMe); latky H2 (DPA-DPS-V(COOMe)), ktera je
silnéj$i nez elektron-akceptorova skupina vinyl latky H1 (DPA-DPS-V).
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Obrazek 15 Absorpcni spektra nanocdastic vytvorenych z HG systéemu G1HI a G1H2 v objemovém poméru 1:10 ve vodném
prostredi

3.2 Vysledky méreni fluorescen¢nich spekter a kvantovych vytézki

3.2.1 Fluorescencni spektra samostatnych latek

Po ziskani absorp¢nich spekter ptisla na fadu fluorescen¢ni spektroskopie. Vysledny graf, ktery
obsahuje emisni a excitacni spektra samostatnych zkoumanych latek, zobrazuje obrazek 16.
Prvni, ¢eho si mizeme vSimnout, je rozdilné velky Stokesiiv posun zkoumanych latek.
V ptipadé latky DPA-DPS-I00 (G1) se prvni excita¢ni maximum nachazi pti vinové délce
480 nm a emisni maximum pii vlnové délce 750 nm. Vzdalenost téchto maxim zpusobuje
nejdelsi kladny Stokestiv posun, ktery ma hodnotu 270 nm. Tento jev mize nastat pii stabilizaci
jednotlivych zékladnich nebo excitovanych stavii molekul rozpoustédlem. Excita¢ni maximum
této latky je shodné s jejim absorpénim maximem 480 nm (viz obrazek 8). Emisni spektrum
zasahuje az do oblasti vinovych délek nachazejicich se mimo méftitelny rozsah detektoru (oblast
NIR).

Pii pohledu na fluorescen¢ni spektrum latky DPA-DPS-V(COOMe), (H2) mizeme
vidét prvni excita¢ni maximum pii vinové délce 406 nm a emisni maximum pii vinové délce
607 nm s kladnym Stokesovym posunem 198 nm. Excita¢ni spektrum mtzeme povazovat za
shodné s absorpénim spektrem latky DPA-DPS-(COOMe), (H2), jelikoz se vinova délka
absorp¢niho (viz tabulka 7) a excitaéniho maxima li$i pouze o 1 nm. Emisni spektrum se
rozklada na rozmezi vinovych délek 470-850 nm, opét vSak neni uplné.
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Fluorescenc¢ni spektrum latky DPA-DPS-V je charakteristické nejmensim Stokesovym
posunem. Tento posun je kladny a ma hodnotu 96 nm. Prvni excitacni maximum excita¢niho
spektra se nachazi pfi vinové délce 379 nm, a je shodné s absorpénim spektrem této latky.
Emisni spektrum se rozklada v rozmezi vinovych délek 410-650 nm s emisnim maximem pfi
vlnové délce 475 nm.
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Obrazek 16 Fluorescencni spektra latek DPA-DPS-V, DPA-DPS-100, DPA-DPS-V(COOMe)2v THF

Kvantovy vytézek je jednim z hlavnich posuzujicich faktorti fluorescence (¢), ktery
udava schopnost fluoroforu preménit absorbované zareni na vlastni zafeni v podobé¢
fluorescence. Vysledné hodnoty kvantovych vytézkli jednotlivych latek jsou zapsany
v tabulce 9. Hodnoty kvantovych vytézka se pohybuji pro latku DPA-DPS-100 (G1) v rozmezi
30-40 %, pro latku DPA-DPS-V(COOMe), (H2) v rozmezi 40—43 %, a pro latku DPA-DPS-V
(H1) okolo 69 %. Hodnota kvantového vytézku latky DPA-DPS-IO0 je zkreslena a nejspise
niZ8i nez bychom predpokladali, protoZe nebylo moZzné zméfit celé emisni spektrum. Kvantovy
vytéZzek byl vypocitdvan pouze z ¢asti emisniho spektra, tudiz je vyslednd hodnota ponizena.

Tabulka 9 Kvantové vytézky samotnych latek DPA-DPS-V, DPA-DOS-100, DPA-DPS-V(COOMe)2

DPA-DPS-100 | DPA-DPS-V(COOMe), | DPA-DPS-V
@ (%) 3445 41,6 1,3 69,2+0,3

Na obrazku 17 mlizeme pozorovat charakteristické zbarveni fluorescence jednotlivych
nanoCastic. Postupné zleva pozorujeme fluorescenci latky DPA-DPS-V  (H1),
DPA-DPS-V(COOME); (H2) a DPA-DPS-I00 (G1).

39



Obrazek 17 Charakteristické zbarveni fluorescence nanocdstic vytvorenych ze samotnych latek, vlevo latka DPA-DPS-V,

uprostied DPA-DPS-V(COOMe)2, vpravo DPA-DPS-100

3.2.2 Fluorescencni spektra nanocastic vytvorenych z jednotlivych latek

Excitatni a emisni spektra nanocastic vytvorenych ze samotnych fluorofort jsou
vyobrazena na obrazku 18. Uvniti nanocastice se nachdzi pevna faze slozend z molekul
G1/H1/H2. Otéazkou je, jak moc zafeni ze zdroje pii méfeni fluorescence penetrovalo danou
nanocastici, pokud by zafeni proniklo do urcité hloubky, kde se nachazi pevnad faze,
predpokladali bychom, ze kvantovy vytézek i tvar fluorescen¢nich spekter bude odpovidat
kvantovému vytézku a fluorescencnim spektrim molekul G1, H1, H2 v pevné fazi (prasku).

Excitaéni spektrum nanocastic latky DPA-DPS-100 (G1) ma prvni excitaéni maximum
pii vinové délce 498 nm, a je shodné s absorpénim spektrem nanocastic DPA-DPS-100 (G1),
maxima se li§i o 2 nm. Emisni spektrum je posunuté do ¢ervené oblasti, zasahuje do NIR.
Emisni maximum se nachézi pfi vinové délce 750 nm. Toto maximum je shodné s emisnim
maximem samotné latky DPA-DPS-I00 (G1). Fluorescenéni spektrum nanocastic latky
DPA-DPS-100 (G1) vykazuji nejvétsi Stokestiv posun, ktery je dlouhy 250 nm. V porovnani
s Stokesovym posunem samotné latky DPA-DPS-100 (G1) je Stokestv posun nanocastic
mensi o 20 nm.

Pfi  pohledu na fluorescen¢ni spektrum nanocastic vytvorenych z latky
DPA-DPS-V(COOMe), (H2) lze pozorovat excitaéni maximum pii vinové délce 408 nm
a emisni maximum pfi vinové délce 591 nm s kladnym Stokesovym posunem 183 nm. Tento
posun je mensi o 15 nm v porovnani se Stokesovym posunem latky DPA-DPS-V(COOMe)a.

Fluorescenc¢ni spektrum nanocastic vytvorenych z latky DPA-DPS-V je charakteristické
nejmensim Stokesovym posunem, ktery ma hodnotu 105 nm. Prvni excitaéni maximum
excitacniho spektra se nachazi pii vinové délce 386 nm. Absorpéni spektrum nanocastic se
shoduje s excitatnim spektrem. Emisni spektrum se rozklada v rozmezi vinovych délek
420-750 nm, s maximem pti vinové délce 491 nm.
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Obrazek 18 Fluorescencni spektra nanocastic jednotlivych latek DPA-DPS-V, DPA-DPS-100, DPA-DPS-V(COOMe)2 ve
vodném prostredi

Hlavnim posuzujicim faktorem fluorescence je kvantovy vytézek. Vysledné hodnoty
kvantovych vytézku jednotlivych latek jsou zapsany v tabulce 10. Vysledna hodnota
kvantového vytézku nanocastic latky DPA-DPS-100 (G1) se pohybuje okolo hodnoty 3,1 %,
vysledna hodnota kvantového vytézku nanocastic latky DPA-DPS-V(COOMe). (H2) se
pohybuje v rozmezi 12-18 %, a vysledna hodnota kvantového vytézku nanocastic latky
DPA-DPS-V (H1) se pohybuje okolo hodnoty 14,7 %. Pi pohledu na obrazek 18 mtizeme vidét
neuplné emisni spektrum nanocastic vyrobenych z latek DPA-DPS-IOO a chybéjici ¢ast
emisniho spektra nanocastic zlatky DPA-DPS-V(COOMe),. Kvantové vytézky téchto
nanocastic nebyly vypocitany z celého emisniho spektra a tudiz vysledné hodnoty kvantovych
vytéZkl jsou nejspiSe niz$i neZ by mély byt. Vysledné kvantové vytéZky nanocastic jsou
V porovnani s kvantovymi vytézky samotnych latek v THF mensi o nékolik desitek procent.

Tabulka 10 Kvantové vytézky nanocastic vytvorenych ze samostatnych latek

NP | DPA-DPS-I00 | DPA-DPS-V(COOMe); | DPA-DPS-V
(%) 31+17 156+2,5 147+ 0,4

Zde v tabulce 10 vidime velmi nizky kvantovy vytézek fluorescence nanoc¢astic samotné
latky DPA-DPS-100 (G1), avsak jako jedina ze studovanych latek je charakteristickd zadanou
fluorescenci v FR/NIR oblasti. Cilem tedy je zvysit kvantovy vytézek nanocastic G1 tak, ze
molekuly G1 vlozime do matrice (H1/H2) s intenzivni fluorescenci a vznikne tak host-guest
systém, v kterém piedpokladame, Zze dojde k pienosu energie mezi molekulami G1 (akceptor)
a H1/H2 (donor), a tim padem k zvyseni intenzity fluorescence v FR/NIR oblasti.

Na obrazku 19 a obrazku 20 jsou vyobrazena fluorescencni spektra nanoc¢astic s barevné
zvyraznénym piekryvem emisniho spektra donoru s absorpénim spektrem akceptoru. Forstertiv
rezonan¢ni pienos energie je jev, ktery zavisi na tomto spektralnim prekryvu. V nasem piipadé
se absorp¢ni spektrum nanocastic latky DPA-DPS-100 shoduje s excitaénim spektrem téchto
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nanocastic. Molekuly uvnitf nanocastice se chovaji jako molekuly v pevné fazi, predpokladame
tedy, ze i spektra téchto nanocastic odpovidaji spektrim molekul v pevné fazi (prasku).
V dal$ich experimentech, kde tyto latky budou tvofit jednu nanocastici chceme docilit situace,
kdy jako akceptor energie budou vystupovat molekuly latky DPA-DPS-1I00 (G1) a donorem
budou latky DPA-DPS-V(COOMe), (H2) a DPA-DPS-V (H1). Spektra Cistych latek ve formeé
nanocastic se piekryvaji, mizeme tedy predpokladat, ze k FRET bude dochazet.

Na obrazku 19 je vidét pirekryv mezi excitanim spektrem nanocastic latky
DPS-DPS-I00 (akceptor) a emisnim spektrem nanocastic DPA-DPS-V(COOMe), (donor)
vyznacen fialovou barvou. Tento ¢astecny piekryv spliuje jednu z podminek FRET. Prekryv
se nachazi v rozmezi vlnovych délek 470-670 nm.
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Obrazek 19 Prekryv excitacniho a emisniho spektra nanocastic vytvorenych z latek DPA-DPS-100 a DPA-DPS-V(COOMe):

Na obrazku 20 je zachycen piekryv mezi excitatnim spektrem nanocastic
DPA-DPS-100 (akceptor) a emisnim spektrem nanocastic DPA-DPS-V (donor) vyznacen
rizovou barvou. Timto piekryvem je splnéna jedna z podminek pro FRET. Prekryv se nachazi
v rozmezi vlnovych délek 410-750 nm. Plocha piekryvu je podstatné vétsi nez v ptipadé
prekryvu mezi molekulou DPA-DPS-100 a DPA-DPS-V(COOMe)2 na obrazku 19. Na zakladé
téchto pozorovani je tedy mozné piedpokladat, Ze i pfenos energie mezi donorem a akceptorem
bude v ptipadé DPA-DPS-V vétsi, jelikoz emisni spektrum akceptoru se téméf celé piekryva
s excitacnim spektrem donoru. Je zde ovSem potieba také vzit v uvahu vliv rozpoustédla na
vlastnosti nanocastic. Proto jsou v dal$i kapitole studovany vlastnosti latek v praskové,
mikrokrystalické formé.
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Obrazek 20 Prekryv emisniho a excitacniho spektra nanocastic vytvorenych z latek DPA-DPS-I00 a DPA-DPS-V

3.2.3 Fluorescenéni spektra jednotlivych fluorofori v pevné fazi (prasek)

Fluorescen¢ni spektra latek DPA-DPS-V, DPA-DPS-V(COOMe)2, DPA-DPS-100 Vv pevné
fazi jsou vyobrazena na obrazku 21. Excita¢ni spektrum latky DPA-DPS-100 (G1) se rozklada
na rozmezi vlnovych délek 500-680 nm s excitaénim maximem pii vlnové délce 622 nm.
Zrcadlové obracené emisni spektrum je posunuté k vy$$im vlnovym délkam, zasahuje do
oblasti NIR a je charakteristické emisnim maximem pii vinové délce 686 nm. Excitacni
a emisni spektrum latky DPA-DPS-IOO v pevné fazi je mezi sebou vzdalené kladnym
Stokesovym posunem 64 nm.

Predpokladame, Ze excitacni a emisni maxima pevné latky (prasku) DPA-DPS-100 se
budou shodovat s maximy nanocastic vytvorenych z té samé latky, protoze uvnitf nanocastic se
nachazi praveé pevna faze tvofena molekulami DPA-DPS-10O0. Pti porovnani vSak zjistime, Ze
se vlnové délky ptisluSicich maxim neshoduji. Excitani maximum nano¢astic se nachazi pti
vinové délce 498 nm, coz je 124 nm rozdil. Emisni maximum nanocastic nachdzejici se pii
vinové délce 750 nm je posunuté do Cervené oblasti 0 64 nm vice neZ emisni maximum v pevné
fazi (praSku). Dlivodem posunu fluorescenéniho spektra nanocastic k vétSim vlnovym délkam
jsou interakce mezi molekulami na povrchu nanocastice a molekulami vodného rozpoustédla.
ProtoZe nanocastice maji velky povrch oproti vnitinimu objemu, jsou interakce s okolnim
prosttedim urcujici pro vysledné optické vlastnosti.

Pii pohledu na fluorescenéni spektrum latky DPA-DPS-V(COOMe)2 (H2) v prasku si
muiZeme vSimnout excitaéni maxima pii vlnové délce 528 nm a emisniho maxima pfi vinové
délce 574 nm s kladnym Stokesovym posunem 46 nm. Opét predpokladame na zaklad€ pevné
faze uvnitf nanocastic, ze se fluorescenéni spektra latky DPA-DPS-V(COOMe) v prasku
a nanocastic zni vytvofenych budou shodovat. Po porovnani jsme zjistili, Ze nanocastice
disponuji vétsim Stokesovym posunem 183 nm, coz znamend, ze excitani a emisni maximum
se nachazi pfi rozdilnych vlnovych délkéach, konkrétné pti 408 nm a 591 nm. Domnivame se,
ze interakce mezi molekulami na povrchu nanoc¢astice a molekulami vodného rozpoustédla jsou
diivodem tohoto posunu.
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Fluorescenéni spektrum latky DPA-DPS-V (H1) v prasku je charakteristické nejmensim
Stokesovym posunem 27 nm. Excitani pas se rozklada zhruba na rozmezi vinovych délek
420-470 nm s maximem vInové délce 449 nm. Zrcadlove obracené emisni spektrum se nachazi
narozmezi vinovych délek 440—-650 nm s maximem pii vinové délce 476 nm. Na zaklad¢ faktu,
7e uvniti nanoc¢astice se nachdzi pevna faze tvorena molekulami latky H1, pfedpokladame
shodu v emisnim a excita¢nim maximu latky v pevné fazi a z ni vytvofenych nanocastic. Avsak
tato maxima se opét neshoduji. Excita¢ni maximum nanocastic se nachazi pii vilnové délce
386 nm, coz je rozdil 63 nm, a emisni maximum nachazejici se pii vlnové délce 491 nm je
posunuté k vétsim vinovym délkdm, konkrétné€ 0 15 nm. Diivodem rozdilnych fluorescenénich
spekter jsou interakce molekul na povrchu nanocastic s molekulami rozpoustédla, protoze
interakce s okolnim prostiedim uréuji vysledné optické vlastnosti, jelikoz nanocastice disponuji
velkym povrchem oproti vnitfnimu objemu.
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Obrazek 21 Fluorescencni spektrum samostatnych fluoroforii v pevné fazi

Vysledné hodnoty kvantovych vytézkd fluorofor v pevné fazi jsou vypsany
v tabulce 11. Nejvétsiho kvantovy vytézek se pohybuje vrozmezi 17-23 % a patfil latce
DPA-DPS-V(COOMe),, kvantovy vytézek latky DPA-DPS-V se pohybuje kolem hodnoty
12 %, a kvantovy vytézek latky DPA-DPS-100 se pohybuje v rozmezi 6-8 %.

Ze zjisténych poloh spekter a kvantovych vytézku lze usuzovat, Ze v host-guest
systémech bude FRET u¢innéjsi v pfipad€ paru G1H2 nez G1HI. Spektralni piekryvy jsou
podobné, ale kvantovy vytézek latky H2 je téméi dvakrat tak velky.

Tabulka 11 Kvantové vytezky samostatnych latek v pevné fazi

Pevn faze | DPA-DPS-100 | DPA-DPS-V(COOMe), | DPA-DPS-V
@ (%) 7.0+1,0 20,0 £3,0 12,6 £0.1

3.2.4 Fluorescenéni spektra HG systémi v roztoku

Fluorescenc¢ni spektra HG systému latek G1H2 v molarnich pomérech 1:9, 1:21, 1:43, 1:64 jsou
vyobrazena na obrazku 23. Systétm GIlH2 je slozen zlatek DPA-DPS-I00 (G1)
a DPA-DPS-V(COOMe), (H2). Charakteristické syté zluté zbarveni fluorescence systému
G1H2 po ozateni UV-lampou je zachyceno na obrazku 22.
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=i et
Obrazek 22 Charakteristické zbarveni fluorescence systemu GI1H2 v rozpoustédle THF, zleva vidime G1H2 v objemovém
poméru 1:10, dale 1:25, 1:50 a 1:75

Normalizovana emisni a excita¢ni spektra jednotlivych molarnich poméri (obrazek 23)
jsou shodnd, to znamend, ze nedochazi ke zméné fluorescencniho spektra. Excitacni spektra
maji dvé maxima, kdy prvni excitatnima maxima se nachazi pii vinové délce 405 nm a druha
excitaéni maxima pii vinové délce 303 nm. Emisni spektra maji pouze jedno maximum pii
vlnové délce 605 nm. Fluorescencni spektra jsou charakteristickd kladnym Stokesovym
posunem 200 nm. Fluorescence samotné latky G1 se pouze nepatrné projevuje pii objemovém
poméru 1:10, v ostatnich ptipadech se fluorescence hosta G1 neprojevuje. Excitacni a emisni
spektra systému G1H2 nejsou tvarove totozna s excitacnim a emisnim spektrem samotné latky
H2 (DPA-DPS-V(COOMe), (viz obrazek 16), tudiz nelze tvrdit, ze se projevila pouze
fluorescence latky H2. AvSak kvili molarni pfevaze latky H2 v systému G1H2 je excitacni
maximum témét shodné s excitatnim maximem latky H2. Emisni maximum se neshoduje
s maximem samotné latky H2, je posunuté o 14 nm. Lze tedy predpokladat, ze se na emisnim
spektru podili 1 fluorescence latky G1. DalS$im divodem, pro¢ je fluorescence latky G1 tak
nizka, bylo méfeni emisniho spektra v absorpénim maximu latky H2 mimo maximum absorpce
latky G1. Latka G1 v této oblasti absorbovala méné intenzivné, proto je intenzita fluorescence
také velmi nizka.
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Obrazek 23 Fluorescencni spektra z HG systému latek G1H2 v riznych objemovych pomérech v rozpoustédle THF

Vysledné hodnoty kvantovych vytézku jednotlivych objemovych poméri systému
G1H2 jsou vypsany v tabulce 12. Nejvétsiho hodnoty kvantového vytézku V rozmezi
53,9-59,3 % dosahl systém G1H2 v molarnim poméru 1:9. Vysoka hodnota kvantového
vytézku je zpusobena fluorescenénim projevem latky G1, ktery je v ostatnich objemovych
pomérech témét nulovy. Vyslednd hodnota kvantového vytézku systému G1H2 o molarnim
poméru 1:21 se pohybuje v rozmezi 23,5-30,3 %, vysledna hodnota kvantového vytézku
molarniho poméru 1:43 se pohybuje v rozmezi 31,3—40,7 %, a vysledna hodnota molarniho
poméru 1:64 se pohybuje vrozmezi 38,4-48,8 %. Piedpokladame, ze vysledné hodnoty
kvantovych vytézkl systému G1H2 v molarnich pomérech 1:43, 1:64 ptislusi pouze latce H2,
v porovnani s hodnotou kvantového vytézku 41,6+1,3% samotné latky H2
(DPA-DPS-V(COOMe)z) z tabulky 9 jsou hodnoty velmi podobné.

Tabulka 12 Kvantové vytézky systému GI1H?2 v riiznych objemovych pomérech

G1H2
Objemovy pomér 1:10 1:25 1:50 1:75
Molarni pomér 1:9 1:21 1:43 1:64
@ (%) 56,6 £+2,7 | 26,9+3,4|36,0+4,7|43,6+5,2

Na obrazku 25 jsou vyobrazena fluorescenéni spektra HG systému latek G1HI1
vV moléarnich pomérech 1:10,5, 1:26, 1:52, 1:79 v rozpoustédle THF. Systém G1HI1 je sloZeny
z latek DPA-DPS-IOO (G1) a DPA-DPS-V (H1). Charakteristické modré zbarveni
fluorescence systému G1H1 lze pozorovat na obrazku 24.
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Obrazek 24 Charakteristické zbarveni fluorescence systéemu G1HI v rozpoustédle THF

Excitacni a emisni spektra systému GI1HI1 v jednotlivych molérnich pomérech jsou
naprosto totozna. Excita¢ni spektrum ma dvé maxima, prvni excitaéni maximum se nachdzi pti
vinové délce 383 nm a je shodné s absorpénim maximem samotné latky H1. Druhé excitacni
maximum se nachazi pfi vinové délce 303 nm. Emisni spektrum ma pouze jediné maximum pii
vinové délce 472 nm. Poloha emisniho maxima samotné latky H1 se nachazi pii vinové délce
475 nm, polohy maxim jsou témé&f shodné. Prvni excita¢ni a emisni maxima jsou mezi sebou
vzdalena 89 nm, jedna se o vyrazné kratS$i Stokesiiv posun nez v pifipad¢é systému GI1H2.
Z polohy emisnich a excitatni maxim lze usoudit, ze latka G1 v systému G1HI1 se svou
fluorescenci neprojevila. Emisni spektra byla méfena v absorpénim maximu latky H2,
a z obrazku 8 vime, Ze latka G1 v této oblasti absorbuje zafeni mén¢ intenzivng. Spektra byla
tedy méfena mimo absorpéni maximum latky G1, cozZ je divodem neprojeveni jeji fluorescence.
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Obrazek 25 Fluorescencni spektra HG systému latek G1HI1 v riiznych objemovych pomérech v rozpoustédle THF

V tabulce 13 jsou vypsany vysledné hodnoty kvantovych vytézka systému G1HI
v riznych molarnich pomérech. Nejvétsi hodnota kvantového vytézky byla zaznamenana
U molarniho poméru systému G1H1 1:79. V molarnim poméru 1:79 je latky H1 nejvétsi
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mnozstvi, z toho vyplyva, Ze fluorescence bude nejvice intenzivni. Porovnanim s hodnotou
kvantového vytézku 69,2 % samotné latky H1 (DPA-DPS-V) je patrné, ze se opravdu jedna
pouze o fluorescenci latky H1.

Tabulka 13 Kvantové vytezky systému G1HI v riznych objemovych pomérech

G1H1
Objemovy pomér 1:10 1:25 1:50 1:75
Molérni pomér 1:10,5 1:26 1:52 1:79
@ (%) 61,1+12|652+1,7684+14| 715+1,2

Excita¢ni a emisni spektra syst¢ému G1HI a G1H2 v objemovém poméru 1:10 jsou
porovnana na obrazku 26. Na prvni pohled mizeme vidét posun fluorescencnich spekter
systtmu G1H2 Kkvétsim vinovym délkdm. Tento posun je zpusoben silngjsi
elektron-akceptorovou skupinou -V(COOMe), ve struktufe molekul H2 nez je
elektron-akceptorova skupina vinyl ve struktufe molekul H1. Se silnou elektron-akceptorovou
skupinou souvisi polarita molekul, tudiz je molekula H2 vice polarngjsi. Cim vétsi je polarita,
tim vétsi jsou interakce mezi molekulami H2 a molekulami THF, které zptisobi silngjsi efekt
solvatochromismu. Se silngj$im efektem solvatochromismu dochazi k posunu emise do blizké

infracervené oblasti. Tento posun je znam jako bathochromni.
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Obrdazek 26 Fluorescencni spektra systému GIHI a G1H2 v objemovém poméru 1:10 v rozpoustédle THF

3.2.5 Fluorescen¢ni spektra nano¢astic vytvorenych z HG systému

Byly pfipravené nanocastice ze systétmu G1H2 v riiznych molérnich pomérech, které mély
rozdilnou velikost a (-potencidl. Nanocéstice pfipravené z molarniho poméru 1:9 systému
G1H2 mély velikost 113 nm s polydisperzni index 0,32 a { potencidl —17 mV. Dalsi nanocastice
pfipravené z molarniho poméru 1:21 systému G1H2 mély velikost 120 nm s polydisperznim
indexem 0,36 a  potencial —11 mV. Nanocastice systému G1H2 o molarnim poméru 1:43 byly
piipravené o velikosti 137 nm s polydisperznim indexem 0,39 a{ potencialem —13 mV,
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a nanocastice syst¢tmu GI1H2 o molarnim poméru 1:64 byly pfipravené o velikosti 141 nm
s polydisperznim indexem 0,34 a { potencidlem —13 mV. Na zéklad¢ udaju ziskanych z DLS
usuzujeme, ze se jednd ve vsech piipadech o relativné monodisperzni systém (spliujici nase
pozadavky), ktery se vSak vyznacuje znac¢nou nestabilitou. Systémy jsou vSak dostatecné
stabilni na to, abychom byli schopni provést vSechny potfebné métfeni v dostatecné kvalité
ihned po pfipraveé nanocastic.

Na obrazku 27 mtizeme pozorovat charakteristickou fluorescenci nanocastic systému
G1H2 v ervené oblasti.

Obrazek 27 Charakteristické zbarveni fluorescence nanocdastic systemu G1H2

Pred méfenim téchto spekter byly nanocastice prefiltrovany pies filtr z redukované
celulozy spory o velikosti 0,45 um. Tim se mél vzorek zbavit balastnich latek nebo
agregovanych ¢astic, ktery by poté svou fluorescenci ovlivnily fluorescen¢ni spektra i kvantovy
vytézek nanocastic.

Fluorescencni spektra nanoc¢éstic vytvotrenych ze systému G1H2 v molarnich pomérech
1:9, 1:21, 1:43, 1:64 1ze vidét na obrazku 28. Emisni spektrum je sloZzené z jednoho vyrazného
emisniho pasu, ktery se pii vétSim pomeru 1:75 podoba emisnimu spektru samotné latky H2
a pfi nejmensim pomeéru 1:9 se podobd emisnimu spektru samotné latky G1. Emisni maxima se
nachazi pfi vlnovych délkdch 658 nm, 667 nm, 677 nm, 693 nm. Jednotlivé vinové délky
emisnich maxim se zvysuji s klesajicim objemovym pomérem latky H2 v HG systému G1H2.
Excita¢ni spektrum nanocastic je shodné ve vSech ptipadech objemovych pomért. Prvni
excitani maximum se nachazi pti vlnové délce 410 nm a druhé excita¢ni maximum se nachéazi
pii vlnové délce 307 nm. Nejvetsi Stokesiiv posun 283 nm je mozné vidét mezi excitatnim
a emisnim spektrem nanocastic v objemovém poméru 1:10. Naopak nejmensi Stokestiv posun
248 nm se nachdzi mezi excitatnim a emisnim spektrem nanocastic systému GI1H2
V objemovém pom¢éru 1:75.
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Obrazek 28 Fluorescencni spektra nanocdastic vytvorenych ze systému GI1H2 v riiznych objemovych pomérech ve vodném
prostiedi, filtrované

Z namétenych dat lze pozorovat trend posunu spektra do ¢ervené oblasti se zvySujicim
se mnozstvim latky G1 uvnitt nanocastic. Tento posun za¢ind u emisniho maxima pii vinové
délce 658 nm emisniho spektra nanocastic G1H2 objemového poméru 1:75 a pokracuje az do
emisniho maxima pii vlnové délce 693 nm emisniho spektra nanocastic objemového poméru
1:10. Maximum emise molekul akceptoru H2 se nachazi pti vinové délce 406 nm a maximum
emise donoru G1 se nachazi pti vlnové délce 750 nm, a v grafu vidime, Ze fluorescence
nanocastic se priblizuje k tomuto emisnimu maximu. Z toho vyplyva, ze doslo k FRET mezi
molekulami G1 a H2 uvnitf nanocastice. Navzdory tomu, Ze latka H2 (hostitel) ma o hodné
vys$si kvantovy vytézek nez latka G1 (host) a je ji mnohondsobné vice (10x az 75x), tak bychom
pfedpokladali, Ze by se na fluorescencnim spektru meéla pfitomnost latky H2 projevovat
nejintenzivngji. AvSak jsme dokézali, Ze 1 s relativné malym piidavkem latky G1 (v objemovém
poméru 1:10/molarnim poméru 1:9) jsme dosahli posunu spektra do vyssich vinovych délek
mimo maximum latky H2. Proto ptedpokladame, Ze k tomuto posunu doslo proto, Ze
fluorescence tohoto systému pochazi z velké miry pravé z fluorescence molekul G1. Tento jev
je tedy zptisoben n¢jakou mezi-molekularni interakei, s nejvétsi pravdépodobnosti pravé FRET.
Tuto hypotézu podporuje i fakt, Ze navzdory posunu fluorescence o vice nez 35 nm jsme
nezaznamenali vyrazny pokles kvantového vytézku a podatilo se ndm piipravit systém, ktery
je charakteristicky emisi zafeni pti1 vySsi vinoveé délce neZ samotna latka H2 a zaroven si udrzuje
zvySeny kvantovy vytéZek na rozdil od cisté latky G1. Z obrazku 19 vime, ze ¢aste¢ny piekryv
excitaéniho pasu akceptoru a emisniho pasu donoru splioval podminku pro umoznéni FRET.

Vysledné hodnoty kvantovych vytézktl jsou dilezitym faktorem v urceni, zdali opravdu
doslo k FRET. V tabulce 14 jsou vypsany kvantové vytézky nanocastic systému G1H2
v riznych molarnich pomeérech. Predpoklddame, ze disledkem FRET dojde ke zvySeni
kvantového vytéZzku nanocastic systému GIH2 oproti kvantovému vytézku samotnych
nanocastic latky G1. Vyslednd hodnota nanocastic systému G1H2 molarniho poméru 1:9 se
nachazi v rozmezi 12,4-15,8 %, systému G1H2 molarniho poméru 1:21 se nachdzi v rozmezi
15,4-20,4 %, systému G1H2 molarniho poméru 1:43 se nachazi v rozmezi 16,5-17,9 %
a systétmu G1H2 o molarnim poméru 1:64 se nachazi v rozmezi 12,8-18,8 %. Z tabulky 10
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vime, ze kvantovy vytézek nanocastic vytvoienych ze samotné latky G1 se pohybuje okolo
hodnoty 3,1 % a kvantovy vytéZek nanocastic vytvofenych pouze ze samotné latky H2 se
pohybuje okolo hodnoty 15,6 %.

Tabulka 14 Kvantové vytézky nanocdastic vytvorenych z HG systému latek G1 a H2 v riiznych objemovych pomérech

NP G1H2
Objemovy pomér 1:10 1:25 1:50 1:75
Molérni pomér 1:9 1:21 1:43 1:64
@ (%) 141+1,7179+25|17,2+0,7 | 158+ 3,6

Nanocastice pfipravené ze systému GI1H1 o rlznych moldrnich pomérech byly
charakteristické odliSnymi vlastnostmi. Nanocastice pfipravené ze systému G1H1 o molarnim
poméru 1:10,5 byly primérné velké 97 nm s polydisperznim indexem 0,18 a { potencialem
—23 mV. Dale byly ptipravené nanoc¢astice systému G1H1 molarniho poméru 1:26 o velikosti
98 nm s polydisperznim indexem 0,20 a { potencidlem —22 mV, a nanocastice systému G1H1
molarniho poméru 1:52 byly pfipravené o velikosti 97 nm s polydisperznim indexem 0,22
a { potencialem —21 mV. Posledni nanocastice systému G1H1 molarniho poméru 1:79 byly
pfipravené o velikosti 95 nm  spolydisperznim indexem 0,24 a {potencidlem
—22 mV. Ze ziskanych udaji z DLS usuzujeme, ze se jedna ve vSech piipadech o relativné
monodisperzni systém, ktery se vyznacuje nizkou stabilitou. Potiebné méfeni byly provedeny
Vv dostate¢né kvalité hned po pfipraveé nanocastic.

Na obrazku 29 mizeme pozorovat charakteristické zbarveni fluorescence nanocastic
systému G1HI Vv ¢ervené oblasti, postupné zprava od molarniho poméru 1:10,5 az po molarni
pomér 1:79.

Obrazek 29 Charakteristicka fluorescence nanocastic vytvorenych ze systéemu G1H]I, zprava molarni pomér 1:10,5, dale 1:26,
1:52a1:79

Fluorescencni spektra nanocastic vytvorenych ze systému G1H1 v molarnich pomérech
1:10,5, 1:26, 1:52, 1:79 jsou vyobrazena na obrazku 30. Excita¢ni spektrum nanocastic je
totozné ve vSech piipadech objemovych pomért. Prvni excitaéni maximum se nachazi pii
vinové délce 387 nm a druhé excita¢ni maximum se nachazi pti vinové délce 305 nm. V oblasti
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550 nm excita¢niho spektra nanocastic G1H1 v molarnim poméru 1:10,5 se projevuje excitace
samotn¢ latky G1. Emisni maxima se nachazi pti vlnovych délkach 615 nm, 630 nm, 650 nm,
666 nm. Jednotlivé vinové délky emisnich maxim se zvysuji s klesajicim objemovym pomérem
latky H1 v HG systému G1HI1. Kazdé emisni spektrum ma je$té druhé maximum pii vinové
délce 503 nm. Intenzita téchto emisnich pikii se méni spolu s rostoucim molarnim pomérem,
kdy pfi molarnim pomeéru 1:79 je tento pik nejintenzivnéjsi. Emisni maximum nanocéstic latky
H1 se nachazi pti vinové délce 491 nm. Z toho vyplyva, ze se nejspiSe jednd o samotnou
fluorescenci nanocastic H1. Intenzivni projev latky H1 byl pfedpokladan, jelikoz ma kvantovy
vytézek o hodné vétsi nez latka G1 a je ji mnohondsobné vice (10x az 75x). Maly posun
Kk vy$§im vlnovym délkam mohl byt zpisoben mezi-molekulovymi interakcemi uvniti
nanocastic. Nejveétsi Stokestv posun 279 nm je mozné vidét mezi excitanim a emisnim
spektrem nanocastic v moladrnim poméru 1:10,5. Naopak nejmensi Stokestiv posun 228 nm se

nachazi mezi excitatnim a emisnim spektrem nanocastic syst¢ému GI1H1 v molarnim pomeéru
1:79.
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Obrazek 30 Fluorescencni spektra nanocastic vytvorenych ze systému GIHL1 v riznych objemovych pomérech ve vodném
prostredi, filtrované

Z namé&fenych dat 1ze pozorovat trend posunu spektra do cervené oblasti se zvySujicim
se mnozstvim latky G1 uvniti nano€astic. Tento posun zac¢ind u emisniho maxima pii vlnové
délce 615 nm emisniho spektra nanocastic GIHI molarnim poméru 1:79 a pokracuje az do
emisniho maxima pfi vlnové délce 666 nm emisniho spektra nanocastic molarniho poméru
1:10,5. Molekuly donoru G1 samy o sob¢ sviti pfi vlnové délce 750 nm, a v grafu vidime, Ze
fluorescence nanocastic se pfiblizuje k tomuto emisnimu maximu. Pfedpokladame Ze tento
posun je opét zpusoben fluorescenci, ktera pochazi z velké miry z fluorescence molekul G1.
Pouze malym pifidavkem latky G1 se doséhl posun spektra do vysSich vlnovych délek mimo
maximum H2. Tento jev je zpusobeny urcitou mezi-molekularni interakci, s velkou
pravdépodobnosti pravé FRET. Na obrazku 20 mtzeme vidét uplny prekryv absorpcniho
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spektra donoru a emisniho spektra akceptoru, mizeme se tedy domnivat, ze FRET bude
ucinngj$i nez v ptipadé G1H2. Prekryv spekter ovSem neni jediny faktor, ktery ovliviiuje FRET
a Vv tomto ptipad¢ hraje dulezitou ulohu i kvantovy vytézek donoru, ktery je v ptipadé¢ H1 témét
dvakrat mensi nez v pfipadé H2. Vysledna Gc¢innost FRET tak bude v ptipad¢ systému G1H1
ziejme& mensi.

Vysledné hodnoty kvantovych vytézki jsou dilezitym faktorem v urceni, o jak ucinny
FRET se jedna. V tabulce 15 jsou vypsany kvantové vytézky nanocastic v riznych molarnich
pomérech. Piedpokladame, Zze disledkem FRET dojde ke zvySeni kvantového vytézku
nanocastic systému GI1H1 oproti kvantovému vytézku samotnych nanocastic latky GI.
Z tabulky 10 vime, ze kvantovy vytézek nanocastic vytvorenych ze samotné latky G1 se
pohybuje okolo hodnoty 3,1 % a kvantovy vytéZek nanocastic vytvotfenych pouze ze samotné
latky H1 se pohybuje okolo hodnoty 14,7 %. Po porovnani vyslednych hodnot kvantovych
vytézku zjistime, ze kvantovy vytézek nanocastic GIH1 v molarnim poméru 1:10,5 narostl
pouze 0 2,25 %. K FRET tedy dochazi ale jeho Gc¢innost neni velk4d. Hodnotu kvantového
vytézku nanoc¢astic v moldrnim poméru 1:79 nejvice ovlivituje fluorescence samotné latky H1.
Navzdory tomu, ze dochdzi k velkému piekryvu absorpéniho a emisniho spektra (viz
obrazek 20), kvantovy vytézek neni vyrazné zvySen jako tomu bylo v pfipadé nanocéstic
vytvofenych ze systému G1H2.

Tabulka 15 Kvantové vytézky nanocdastic vytvorenych z HG systému latek G1 a HI v riznych objemovych pomérech

NP G1H1
Objemovy pomér 1:10 1:25 1:50 1:75
Molarni pomeér 1:10,5 1:26 1:52 1:79
@ (%) 535+12(193+1,4|7+1[105+1,9

Na obrazku 31 lze vidét fluorescencni spektra nanocastic systému GI1HI1 i G1H2
Vv objemovém pomeéru 1:10. Na prvni pohled miizeme vidét posun fluorescencnich spekter
nanoastic GI1H2 kvétSim vlnovym délkdam. Tento posun je zplsoben silngjsi
elektron-akceptorovou skupinou -V(COOMe), ve struktufe molekul H2 nez je
elektron-akceptorova skupina vinyl ve struktufe molekul H1. Se silnou elektron-akceptorovou
skupinou souvisi polarita molekul, tudiz je molekula H2 vice polarngjsi. Cim v&tsi je polarita,
tim vétsi jsou m-m interakce v pevné fazi, coz se projevi vétsim posunem fluorescencniho
spektra do ¢ervené oblasti (v porovnani s H1). V polarnéj§im prostiedi H2 oproti H1 je tedy
pravdépodobné vlivem solvatochromie emise akceptoru (G1) bathochromné posunuta.
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Obrazek 31 Porovnani fluorescencnich spekter nanocastic vytvorenych z GIHI a G1H2 v objemovych pomérech 1:10 ve
vodném prostredi

3.3 Vysledky méreni doby Zivota fluorescence

3.3.1 Doba zivota fluorescence HG systémiu v roztoku THF

Doba zivota fluorescence systému G1H2 byla zméfena pro objemové poméry 1:10 az 1:75.
Z naméfenych dat v tabulce 16 mizeme usuzovat, Ze pro tento systém je charakteristicka
multiexponencidlni fluorescence, kterd pravdépodobné svédéi o pfitomnosti rtznych
excitovanych stavl. Tyto stavy mlzou pochdzet ze vzdjemnych interakci jednotlivych
komponentl systému v zdkladnim a excitovaném stavu. Také to mé souvislost se strukturou
molekul G1 a H2, na které zavisi jejich vzajemné uspotfadani v agregovaném stavu. Molekuly
tvofici vroztoku molekulové agregaty (elektronicky véazané dimery) mohou byt
charakterizované pravée pfitomnosti vice neZ jednoho polocasu rozpadu excitovaného stavu. To

Mrve v

muze byt zapticinéné nizsi rozpustnosti latky H2 v THF. Takovy systém mé proto tendenci se
shlukovat jiz ve formé pravého roztoku.

Pii méteni doby zivota fluorescence systémti G1H2 ve vSech objemovych pomérech
byla pro excitaci pouzita vlnova délka 389 nm a emise vzorki byla méfena pii vinové délce
603 nm. Kazdy systém je charakteristicky dvéma cCasy , které se pohybuji v rozmezi 0,4—1 ns
pro nejkratsi ¢as a 1,3-1,6 ns pro nejdelsi ¢as. U ¢asovych konstant 72, 71 vidime, Ze se jejich
vzajemny pomeér zastoupeni liSi v zavislosti na poméru G1:H2. S vétsSim mnoZstvim latky G1
je také veétSi zastoupeni ¢asu 71 a S rostoucim mnozstvim latky H2 roste zastoupeni Casu 7.
MiiZeme proto predpokladat, Ze ¢as 71 ma souvislost pravé s fluorescenci dopantu G1 a ¢as 2
s fluorescenci matrice H2. MiiZe se proto jednat zvlast o polocasy rozpadu cistého fluoroforu

G1aH2, které by mély byt totozné s hodnotou z pro nanocastice vytvoiené jen z latky G1 a pro
nanocastice vytvorené z latky H2.
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Tabulka 16 Doba zivota fluorescence systému G1H?2 v riiznych objemovych pomérech

Obj. pomér | 11 (ns) | B1 (%) | ©2(ns) | Bz (%) | »° (-)

1:10 1,04 | 46,29 | 1,64 | 53,71 | 1,02
1:25 091 | 24,76 | 1,47 | 75,24 | 0,89
1:50 0,59 9,17 | 1,35 | 90,83 | 0,95

System G1H2

1:75 0,395 | 7,38 | 1,32 | 92,62 | 1,02

Doba Zivota fluorescence byla zméiena pro vSechny objemové pomeéry systému G1H1
pfi excitac¢ni vinové délce 389 nm a emise byla méfena pii vinové délce 472 nm. Z namétenych
dat v tabulce 17 mizeme usuzovat, ze systém G1HI je charakteristicky monoexponencialni
fluorescenci, konkrétné casem 71 1,74-1,75 ns. Také mizeme piedpokladat, ze nedochazi ke
vzniku molekulovych agregati. V piipad€, ze ke vzniku agregati dochazi, neprojevuji se
zadnym zplisobem na pribéhu fluorescence. Se zvySujicim se mnoZstvi G1 v systému
nedochdzi k pozorovatelnému vlivu na casovy pribéh fluorescence, tak jako tomu bylo
Vv pfipadé systému G1H2.

Tabulka 17 Doba zivota fluorescence HG-systéemu G1H1 v riiznych objemovych pomérech

Obj. pomér | 11 (ns) | B1 (%) | %* (-)

1:10 1,74 100 1,13

1:25 1,74 100 1,04

Systém G1H1

1:50 1,74 100 1,00

1:75 1,75 100 1,05

3.3.2 Doba Zivota fluorescence nanocastic

Doba zivota fluorescence nanocastic vytvorenych ze systému G1HI1 byla zméfena pti excitacni
vinové délce 389 nm a emisni vlnové délce 660 nm pro objemovy poméry 1:10 a 613 nm pro
objemovy pomér 1:75. Tyto objemové poméry byly vybrany jako extrémni zastupci na obou
stranach na zakladé trendu. Na zakladé¢ dat v tabulce 18 Ize usuzovat, Ze pro tyto nanocastice je
charakteristickd multiexponencialni fluorescence, ktera pravdépodobné svéd¢éi o pritomnosti
vétsiho poctu excitovanych stavii. Tyto stavy nejspiSe pochédzi ze vzajemnych interakci
komponentli tvofici nanocastice v zdkladnim a excitovaném stavu. Také to ma souvislost se
strukturou molekul G1 a H1, ktera zplisobi vzdjemné uspofadani v agregovaném stavu. V tomto
pfipadé nepochybujeme o pfitomnosti molekuldrnich agregatl, jelikoZz se jednd o systém
nanocastic, coZ jsou vlastné velké agregaty molekul G1 a H1. Pfitomnost agregatli (nanocastic)
potvrzuji tfi Casy fluorescence.
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Nanocastice jsou charakteristické tfemi Casy 7, které se pohybuji v rozmezi 1,1-1,4 ns
pro nejkratsi ¢as 11 a 3,6-4,0 ns pro cas 72 a 13,5-16 ns pro nejdelsi ¢as 73. Vzajemny pomeér
zastoupeni téchto ¢asovych konstant se li$i v zavislosti o jaky objemovy pomér latek G1:H1 se
jedna. U objemového poméru 1:10 je ¢as t1 relativné zastoupen 50 %, 7231 % a 73 19 %, kdezto
u objemového poméru 1:75 je Cas 11 relativné zastoupen 43 %, 7243 % a 73 14 %. AvSak ménici
se pomer latek G1 a H1 systému, z kterého jsou nanocastice vytvofené, nemd pozorovatelny
vliv na zménu ¢asovych konstant a jejich vzajemné zastoupeni.

Tabulka 18 Doba zivota fluorescence nanocastic latek DPA-DPS-V a DPA-DPS-100 v riiznych objemovych pomérech

Obj. 0 0 0 2
% pomer | & (ns) | Ba(%) | t2(ns) | B2(%) | w(ns) | Ba(%) | x ()
O
g 1:10 1,38 50,22 4,02 30,97 13,5 18,81 1,19
D)
A
% 1:75 1,06 42,76 3,59 43,00 15,83 14,25 1,28

Pro méfeni doby Zivota fluorescence nanocastic vytvorenych ze systému G1H2 byly
vybrany dva objemové poméry 1:10, 1:75 jakoZzto dva extrémni zastupci na obou strandch. Pti
méfeni obou pomeérti byla zvolena excitace pii vinové délce 389 nm, emise byla méfena pfti
vinové délce 695 nm. Dle tabulky 19 miZeme usuzovat, ze nanocastice G1H2 jsou
charakteristické multiexponencidlni fluorescenci, ktera s nejvétsSi pravdépodobnosti svédci
0 ptitomnosti riiznych excitovanych stavi. Tyto stavy pochézejici zejména ze vzajemnych
interakci molekul G1 a H2 v zakladnim a excitovaném stavu jsou typické pro molekularni
agregaty, kterymi nanocastice jsou. Tti Casy fluorescence tedy potvrzuji ptitomnost nanocastic
(agregati).

Oba systémy nanocastic G1H2 jsou charakterizovany tfemi Casy z, které se pohybuji
v rozmezi 0,6—1,3 ns pro nejkratsi ¢as, 2,5-3,7 ns pro druhy ¢as, a 7,6-12,6 ns pro nejdelsi Cas.
Relativni zastoupeni vech &asti je v piipadé obou pomérii velmi podobné. Cas 11 je relativné
zastoupen Vv rozmezi 16,8-24,9 %, Cas 72 V rozmezi 61,666 % a Cas 73 V rozmezi 17-13,5 %.
Me¢énici se pomér latek G1 a H1 v systému nanoc¢astic nema pozorovatelny vliv na zménu ¢asi
71, T2, 73 4 jejich vzajemné zastoupeni.

Tabulka 19 Doba zivota fluorescence nanocastic latek DPA-DPS-V(COOMe), a DPA-DPS-I00 Vv riznych objemovych
pomeérech

T | Obj.pomér | 1u(ns) | Bi(%) | w2(ns) | Bz2(%) | t(ns) | Bs(%) | ()
o
=
E 1:10 062 | 1681 | 248 | 6606 | 761 | 17,13 | 1,33
>
g 1:75 128 | 248 | 374 | 61,57 | 1262 | 1357 | 1,29
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3.3.3 Doba Zivota fluorescence studovanych latek v pevné fazi

Vysledné hodnoty z méteni doby Zivota fluorescence samotnych latek v pevné fazi mizeme
vidét v tabulce 20. Doba zivota fluorescence byla méfena pro latku G1 pii excita¢ni vinové
délce 508 nm a emisni vlnové délce 685 nm, pro latku H1 pii excitacni vinové délce 389 nm
a emisni vinové délce 475 nm, a pro latku H2 pfi excitacni vinové délce 452 nm a emisni vinové

délce 574 nm. Kazda latka v pevné fazi je charakteristickd multiexponencialni fluorescenci,

ktera svéd¢i o ptitomnosti riznych exponencialnich stavi. Latka G1 spole¢né s latkou H1 jsou
charakteristické tifemi Casy 7, latka H2 pouze dvéma Casy 7. Vysledné Casy 11, 12, 13 latky G1
dosahuji hodnoty 0,06 ns, 0,82 ns, 2,03 ns, latky H1 0,8 ns, 2,93 ns, 5,77 ns, a latky H2 2,25 ns,

14,73 ns. Relativni zastoupeni téchto ¢ast je u jednotlivych latek velmi odlisné.

Tabulka 20 Doba zivota fluorescence jednotlivych latek v pevné fazi

(H2)

T 0 ) B> 13 Bs v (-

Akronym ) BT s | @) | ) | @) | )
DPA-DPS-100 (G1) 0,06 29 0,82 6l 2,03 10 1,03
DPA-DPS-V (Hl) 0,80 | 61,351 | 2,93 18,81 | 5,77 | 19,84 | 1,07
DPA-DPSV(COOME): | 595 | o3 | 1473 | 7 : -~ | 099
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4 Zavér

V bakalatské praci byla diskutovana problematika zavislosti ziskanych spektralnich vlastnosti
na struktufe studovanych m konjugovanych organickych molekul, derivatt difenylstilbenu
s elektron-donorovou skupinou difenylaminem (DPA-DPS) a odlisnou elektron-akceptorovou
skupinou (indandionem -100, vinylem -V, di(methoxykarbonyl)vinylem -V(COOMe).). Cilem
bylo pozorovat, zdali v ramci nanocastic vytvofenych z host-guest systému studovanych
fluoroforti dochazi k FRET a zvySeni fluorescence dopantu v blizké infracervené oblasti, jenz
je hodné zadana v biozobrazovacich metodach.

Ziskané absorp¢ni spektra latek DPA-DPS-V, DPA-DPS-V(COOMe),, DPA-DPS-100
vykazovaly posun K vys$sim vinovym délkam v dasledku piibyvajici sily elektron-akceptorové
skupiny. Na fluorescen¢nich spektrech téchto latek byl mozny pozorovat stejny trend posunu
emisnich maxim k vy$§im vlnovym délkam. Bylo zjisténo, ze latka DPA-DPS-100 (G1) je
jako jedina charakteristicka fluorescenci v NIR oblasti (emisni maximum pii 750 nm), ale
nizkym kvantovym vytézkem Vv pevné, praskové podobé (7 %). Proto byla v ramci host-guest
systémil zvolena jako dopant (host).

Vzajemné interakce molekul v host-guest systémech a z nich vytvofenych nanocastic se
projevily vyraznym Stokesovym posunem a posunutim absorp¢nich i fluorescencnich spekter
k vétsim vlnovym délkam. U systémi hostitel-host v rozpoustédle THF nebyl pozorovan
vyrazny Stokestv posun, spektra méla stejny tvar i polohu jako spektra Cisté latky H1/H2
v THF. V systému G1HI se fluorescence molekul G1 neprojevila viibec (emisni maximum se
shoduje s emisnim maximem samotné latky H1), v systému G1H2 pouze malo. Riizné molarni
pomgéry, tzn. rizna molarni mnozstvi latek G1 a H1/H2 nezpisobily posun emisnich maxim
Vv zavislosti na pomé&ru. V téchto roztocich tedy nedochazi k zvyseni fluorescence dopantu (G1)
prostiednictvim FRET. Stejné tak se neprojevila i fluorescence dopantu (G1) v systémech
G1H1/H2 rozpusténych v THF, nebot’ je malo intenzivni sama o sobé.

Nanocastice systtmu G1H1 1 G1H2 absorbovaly pfi pfiblizn€ stejné vinové délce jako
samotné host-guest systémy, tedy v oblasti absorpce matrice (hostitel). Avsak byl pozorovan
daleko vétsi Stokestv posun, konkrétné 279 nm u nanocéstic systému GI1HI a 283 nm
nanocastic G1H2.  Fluorescenéni spektra host-guest systému G1H1, G1H2 a znich
vytvofenych nanocastic se lisily svou intenzitou a maximem v zavislosti na molarnim poméru
dopantu (G1) a matrice (H1/H2). Cim vétsi molarni mnozZstvi latky G1 se v roztoku nachézelo,
tim vEétsi byla intenzita fluorescence zplisobenda projevem latky G1, a tim dochazelo
k nejvétsimu posunu do dlouhovinné oblasti. Opét se projevila silngjsi elektron-akceptorova
skupina molekuly H2, ktera byla divodem posunu fluorescencnich spekter piislusejiciho
systému a nanocastic k vétSim vinovym délkam.

U nanocastic vytvofenych z obou systémi G1H2 i G1H1 jsme pozorovali FRET, ktery
zpusobil posun emisniho spektra do dlouhovinné oblasti. FRET byl G¢inng&jsi u dvojice G1H2,
protoze H2 ma vyssi kvantovy vytézek fluorescence a krat$i dobu zivota (v praSkové forme).
FRET byl i potvrzen zvySenym kvantovym vytézkem v porovnani s kvantovym vytézkem
nanocastic pfipravenych ze samotné latky DPA-DPS-I00 ze 3 % na piiblizné 14 %. ZvySeni
kvantového vytézku nanocastic systému G1H1 bylo zanedbatelné — pouze ze 3 % na 5,35 %.
Pienos zde nebyl tak vyznamny nez v piipadé nanocastic systému G1H2.
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Vysledkem této bakalatské prace je tedy poznatek, ze studované organické luminofory
vV podob¢ nanocastic ptipravené z host-guest systému G1H2 maji potencial pro dalsi zkoumani
a vyuziti voblasti zobrazovacich metod jako pifipadné fluorescenéni sondy
s dlouhovinnou emisi. Podafilo se dokazat, ze FRET muze byt zptisob jakym dokazeme zvysit
fluorescenci fluoroforu v FR/NIR oblasti nad jeho standartni troven zvolenim vhodné
molekuly zastavajici ilohu donoru energie v systému host-hostitel.
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6 Seznam zkratek

atd. a tak dale

tzv. tak zvané

napf-. napftiklad

tj. to znamena

apod. a podobné

HG host-guest systém (systém hostitel-host)
NP nanocastice

FRET Forstertiv rezonan¢ni pfenos energie
RET rezonanc¢ni penos energie

D donor

A akceptor

DA donor-akceptorovy par

NIR blizkd infracervena oblast

uv ultrafialovy

g zeta potencial

THF tetrahydrofuran

FR daleko Cervena oblast spektra

HOMO nejvyssi obsazeny molekulovy orbital
LUMO nejnizsi obsazeny molekulovy orbital
So zakladni singletovy stav

S1 prvni excitovany singletovy stav

S druhy excitovany singletovy stav

T1 excitovany tripletovy stav

Amax hodnota vinové délky v maximu absorbance
A vlnova délka

n molarni pomér

C koncentrace

\ objem

@D kvantovy vytézek

DPA-DPS difenylamin difenylstilben

H hostitel

G host

A absorbance

DLS dynamicky rozptyl svétla (dynamic light scattering)
ICT intramolekularni pfenos naboje (intramolecular charge transfer)

PDI polydisperzni index
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