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Anotace:

Bakalatfska prace popisuje dvoufotonovou absorpci organickych latek a jejich vyuziti
v dvoufotonové mikroskopii. V teoretické ¢asti je uvedena zékladni charakteristika svétla a
jednotlivé typy luminiscence se zamétenim na fluorescenci. Déle je popsan déj dvoufotonové
absorpce, metody uréeni dvoufotonovych prufezti a zakladni déleni latek s vysokymi TPA
prafezy dle dostupné literatury. V zavéru teoretické Casti je pozornost vénovana metodice
pfipravy vybranych molekul, kterymi jsou tetrafenylethylen, distyrylbenzen a spirobifluoren.
Prakticka ¢ast je zamétena na syntézu prekurzori pro organické chromofory s dvoufotonovou

absorpci a ovéfeni jejich syntéz.

Kli¢ova slova:

Dvoufotonova absorpce, fluorescence, fluorofor, dvoufotonovy absorpéni prifez



ANNOTATION:

Bachelor thesis describes two-photon absorption of organic substances and their use in
two-photon microscopy. In the theoretical part the basic characteristics of light and individual
types of luminescence with focus on fluorescence are presented. In addition, two photon
absorption, methods of determination of two photon cross-sections and basic division of
substances with high TPA cross-sections are described, according to available literature. At the
end of the theoretical part, attention is paid to the methodology of preparation of selected
molecules, which are tetraphenylethylene, distyrylbenzene and spirobifluoren. The practical
part is focused on synthesis of precursors for organic chromophores with two-photon absorption

and verification of their synthesis.
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UvVOD

Jako prvni, kdo ptredpovédél dvoufotonovou absorpci (TPA) byla Marie Goepert-Mayer v roce
1931. Jeji predpoklad o existenci absorpce dvoufotonli v jeden okamzik byl potvrzen diky
vyvoji laseru, ktery je nejvhodnéjSim zdrojem excitacniho zareni. Jiz od objeveni byla
pozornost vénovana piedevsim aplikaci v mediciné a mikroskopii diky vysokému
prostorovému rozliSeni a hlubSimu priniku zéafeni do pozorovaného objektu nez u klasickych
mikroskopt. Diky témto vlastnostem se stala dvoufotonova absorpce tématem mnoha védci,
coz vedlo k objeveni mnoha latek, které vykazuji dvoufotonovou absorpci a prohloubila

moznosti vyuziti tohoto jevu.

Cilem prace je vysvétlit dvoufotonovou absorpci a zpiisoby méteni TPA spekter. Na zakladé
dostupné literatury rozdélit organické molekuly s dvoufotonovou absorpci a formou literarni

reSerSe nastinit metodiku syntézy vybranych latek s dvoufotonovou absorpci.
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Teoreticka ¢ast

1. Svétlo a jeho charakteristika

Svétlo je viditelnd cast elektromagnetického zafeni o urcité vlnové délce, tento fakt byl
vyznamnym piinosem pro fyziku v 19. stoleti. Tento poznatek vychazel z teorie
elektromagnetického pole, kterou vytvortil anglicky fyzik JAMES CLERK MAXWELL (1831-
1879). Diky zkoumani elektromagnetického pole bylo sestaveno  spektrum
elektromagnetickych vin. Z Maxwellovi teorie elektromagnetického pole vyplyva, ze kolem
Castic s nabojem, které se pohybuji se zrychlenim, existuje proménné elektrické pole

vyvolavajici zaroveri proménné pole magnetické. *

Pro popis a vysvétleni co je svétlo se se pouziva vinovy charakter, ktery tika, Ze se svétlo Sifi
ve formé vin. Fyzik James Clerk Maxwell to popsal jako oscilaci elektrické a magnetické

slozky na sebe kolmé. VSechny druhy elektromagnetického zafeni (radiové viny, infracervené

zéteni, svétlo, gama paprsky aj.) se pohybuji ve formé vin a ve vakuu rychlosti svétla. Viditelné
2

zéteni ma vlnovou délku 400750 nm. VInové délka je déna frekvenci.

Obr.1: Spektrum elektromagnetickych vin (obrazek pfevzat a upraven z:

https://cs.wikipedia.org/wiki/Elektromagnetick% C3%A9 spektrum)

Pro celkové pochopeni a popis absorpce svétla nebo jeho emise vSak teorie o vinovém
charakteru nepostacuje. Proto na zac¢atku 20. stoleti Max Planck popsal ¢asticovy charakter,
kde konstatoval, ze svétlo existuje jako urcité mnozstvi energie, tzv. svételné kvantum. Svételné
kvantum popisuje urcitou velikost energetické hladiny ve, kterych miize ¢astice existovat. Tuto
&astici nazyvame foton. Velikost energie fotonu je sou¢inem Planckovi konstanty (6,6*10734].s)
a frekvenc zéafeni (s). Foton je stabilni ¢astici, ma nulovou klidovou hmotnost a nulovy
elektricky naboj. JelikoZ se elektromagnetické zafeni pohybuje rychlosti svétla, musi se i foton
pohybovat rychlosti svétla. Proto energie zafeni je pfimo umérna frekvenci. Energii, kterou
foton nese, Ize absorbovat nebo emitovat s interakcemi s jinyma ¢asticemi. Tuto teorii se dale

zabyva kvantova fyzika. >#
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1.1  Casti elektromagnetického spektra

Jak je jiz z obrazku €. 1 patrné podle vinového spektra délime celé spektrum na jednotlivé typy
zateni a to podle jeho vinové délky. Typ s nejdelsi vinovou délkou se nazyva radiové viny.
Radiové viny maji rozmanitou vlnovou délku, a déli se proto do pasem na dlouhé, stfedni,

kratké a velmi kratké viny. VIny, které maji vinovou délkuod 1 mm do 1 m se nazyvaji

vvvvvv

a ultrafialové zatreni.*

e Viditelné spektrum

Viditelné svétlo je elektromagnetické zateni o vinové délce od 380 nm do 780 nm. Ke kazdé
vlnové délce svétla odpovida jeho zbarveni. Latka mize svétlo bud’ emitovat (vyzarovat) nebo
absorbovat (pohlcovat). Pokud latka zareni néjaké vinové délky absorbuje, vhimame to zafeni,
které nebylo latkou absorbovéano. Pokud latka absorbuje veskeré dopadajici zafeni, vnimame ji
jako Cernou, jestlize veSkeré VIS svétlo propousti, je vniméana jako bezbarva (denni svétlo).
Okem vnimana barva je zavisla na vlnové délce zareni (A). VInova délka (A) je rovna podilu
rychlosti (v) $ifeni svétla danym prostiedim ku frekvenci (f). Svétlo se tedy vSeobecné Sifi
ruznou rychlosti (v) podle typu prostfedi. Nejrychleji se svétlo §ifi ve vakuu (v tomto ptipade
jiz do vzorce misto v piSeme c, které je rovno 299 792 458 m/s. V ostatnich prosttedich je

rychlost vzdy mensi nez ve vakuu.*

e Ultrafialové zafeni

Ultrafialové zateni (UV) je elektromagnetické zateni 0 vinové délce kratsi, nez ma viditelné
svétlo, ale zaroven delSi, neZ ma mikrovinné zatfeni. Hlavnim zdrojem UV zafeni je slunce,
které vyzatuje velké mnozstvi UV zafeni. Na zemsky povrch toto zafeni ovSem nedopada,
jelikoZ je zachyceno ve stratosféfe diky ozonu. UV zéfeni mizeme d€lit na jednotlivé slozky
podle jejich vinové délky:

cwwr

e UVB ma vlnové délky v rozsahu 280-315 nm
*  UVC - zahrnuje vinové délky kratsi nez 280 nm S nejvétsi energii z uvedenych typi

UV zafeni 4

Za UV zafeni je dale fazeno gama zafeni s vinovou délku krat$i nez 124 pm. A posledni typ

zafeni je takzvané gama zéafeni s vinovou délkou v rozmezi 10nm-1pm.*
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2.Barevnost latek

Barviva jsou organické slouceniny, které vykazuji schopnost absorbovat a pretvaret svételnou
energii (energii elektromagnetického zafeni) do viditelné, blizké infracervené a blizké
ultrafialové oblasti spektra (380 nm do 780 nm). Nejcastéji je s barevnosti spojovan pojem
chromofor. Chromofor je barvotvorna skupina atomti v molekule nejcastéji se jedna o
nenasycené skupiny atoma, které zvysuji konjugaci systému a tim posunuji absorpci svétla k
delsim vlnovym délkam. Tim, Ze latky absorbuji ¢ast svételnych paprskli urcité vinové délky
ve viditelném spektru, stdvaji se barevnymi. Pokud tedy latka selektivné absorbuje zareni o
vlnové délce napriklad 565-590 nm, které na zrakové ustroji vyvolava vijem zluté barvy (viz
obrazek ¢.2), je plsobenim zbyvajiciho zareni viditelného c¢asti spektra vyvolan vjem
dopliikové modré barvy. Dopliikova barva je tady barva, kterd se vytvoii smiSenim
nepohlcené¢ho zéfeni. PfiCinou zbarveni predmétu je selektivni absorpce zéafeni o danych
vlnovych délkach z celkového svételného toku ve viditelné oblasti elektromagnetického

zareni.®
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3. Jablonského diagram

Pro lep$i pochopeni procest, které probihaji od absorpce svétla az po jeho emisi, slouzi tzv.
Jablonského diagram, ktery dostal jméno podle profesora Alexandra Jablonského. Do téchto
procest spada: absorpce fotonu, vnitini konverze, fluorescence, mezisystémovy prechod,

fosforescence a zpozdéna fluorescence. °

Sz A :
1
| Vnitini
1
 konverze Mezisystémova
' A ! k
S ! : onverze
1
¥ \ 4
T,
Absorpce
Fluorescence Fosforescence
2 \ 4 \ 4
Se 1
A\ 4 A4
0

Obr.2: Jablonského diagram (obrazek ptevzat z: http://canov.jergym.cz/barva/a/f.html)

Jablonského diagram se sklada z jednotlivych singletnich stavii. Jak je jiz patrné z obrazku ¢islo
2 tyto stavy jsou znazornény pomoci symbolu S0, S1, S2. V kazdém z téchto elektronovych
energetickych hladin miZze dale fluorofor, existovat v jednotlivych vibra¢nich hladinach
oznacenych Cisly 0,1,2. V tomto schématu jsou znazorn€ny pouze zakladni interakce. Po
absorpci zafeni nasleduje nékolik procesi. Fluorofor je obvykle excitovan do nékteré z vyssich
vibra¢nich hladin stavu S1 nebo S2. AZ na drobné vyjimky molekuly v kondenzované fazi
konverzi a nastava béhem 1072 s. Jelikoz doba dohasinani fluorescence trva fadoveé 108 s,
vnitini konverze, ktera probéhne asi 10000x rychleji, je obecné dokoncena jesté pied emisi. Z
Navrat do zékladniho stavu obvykle nastava na né¢kterou z vyssich vibracnich hladin zakladniho
stavu SO, ktery béhem 1072 s pfechizi na rovnovazny stav. Fluorescence je tedy spinové
dovoleny zafivy piechod, obvykle zrovnovazné vibra¢ni hladiny stavu S1 do nékteré¢ z
vibra¢nich hladin zakladniho stavu SO. Excitované molekuly ve stavu S1 se mohou také dostat
diky spinové konverzi do prvniho tripletniho stavu T1. Emise ze stavu T1 se oznacuje jako

v

fosforescence a vzhledem k fluorescenci je posunuta do vysSich vinovych délek (nizsich
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energii). Konverze ze stavu S1 do stavu T1 se nazyva mezisystémova konverze. Jelikoz je ale
ptechod z T1 do zdkladniho rovnovazného stavu zakézany, je prechod z tohoto stavu o nékolik

fadt pomalejsi neZ u fluorescence.®

3.1 Nezarivé prrechody

e Vnitini a vné&jsi konverze
Pti vnitini konverzi dochazi k ptestupu molekuly mezi dvéma stavy, jez disponuji stejnou
spinovou multiplicitou (napt. S2, S1). To se odehrava mezi 1014-10"%° s. Tento typ konverze je
typicky pro alifatické molekuly, ale u rigidnich cyklickych struktur nebyva casty. Srazkami

excitovanych molekul s molekulami rozpoustédla maze dojit k pfevedeni piebyte¢né vibracni

energie do rozpoustédla. Tento jev je znamy jako vnéjsi konverze.
e Vibracni relaxace

Doprovodnym procesem v roztoku je vibracni relaxace, pti které prechdzi molekula z vyssi

cvwr

vibra¢ni hladiny do nejnizsi vibraéni hladiny daného elektronového stavu. Probiha v rozmezi

1012-10s,
e Mezisystémovy piechod

Jedna se o zakazany piechod mezi systémy o riizné spinové multiplicité, S1,T1. Po vibra¢ni
relaxaci a vnitini i vnéjsi konverzi jde o dalsi nezativy prechod. Prejde-li molekula do vyssi

vibraéni hladiny, nasleduje vibraéni relaxace. Cely d&j se odehrava behem 10°-107s.”8
3.2 Zarivé prechody
e Fluorescence

Jedna se o dovoleny piechod z S1 do SO. Fluorescenéni spektrum je charakteristické vétsimi
vlnovymi délkami (niz8i energii) nez absorp¢ni spektrum, coz je dano ztratou energie béhem
vibra¢ni relaxace. Vétsinou je vSak fluorescenéni spektrum castecné piekryto absorpénim
spektrem. Nasledkem toho je c¢ast svétla emitovana v nizSich vinovych délkach nez
absorbované svétlo. To vSak odporuje Stokesovu pravidlu, podle kterého by méla byt vinova
délka fluorescencni emise vzdy vyssi nez absorpcéni. Je to tedy dano tim, Ze jsou nékteré
molekuly pti pokojové teploté ve vyssi vibracéni hladiné. Tato odchylka se da redukovat

snizenim teploty. ’

e Fosforescence
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Stejné jako u fluorescence je to sekundarni zafeni, jehoz doba vyzafovani je 10°-10? s. Ptechod
nastava z T1 na SO.Tento prechod je vSak zakdzany, takze pii pokojové teploté prevazuji
nezafivé deexcitace jako je mezisystémovy piechod a vibrac¢ni relaxace. Za nizkych teplot a v
tuhém médiu je uz upiednostiovana fosforescence. Energie nejniz$i vibra¢ni hladiny stavu T1
je nizsi nez odpovidajici hladina stavu S1. Proto se nachazi fosforescenci spektrum na vyssich

vlnovych délkach nez fluorescenéni.> 8
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4. Luminiscence

Luminiscence byla definovana E.Wiedemannem jiz v roce 1889. S nepatrnou korekturou od A.
M. Gurvice je luminiscence znama jako d¢j, pii kterém dochdzi k vyzatovani svétla o dané
vlnové délce danou latkou. Jedna se tedy o d¢j, kdy je zafenim o kratSi vinové délce v urcité
molekule vyvolano zafeni o delsi vinové délce (o tomto principu pojednava Stokesiv zakon).
Luminiscenci byla objevena u vétSiny organickych latek, nositelem luminiscen¢niho zafeni, jak

jiz bylo zminéno je molekula. U anorganickych latek se luminiscencni zéateni také projevuje,
Mrwe 9,10

Jednotlivé typy luminiscence
Luminiscence se rozd€luje podle zptisobu, jakym je dodavana excitacni (budici) energie.

e Fotoluminiscence — excitacni energie je poskytovana ve form¢ UV/VIS zafeni.

e Elektroluminiscence — energie je dodavana pomoci elektrického pole a prichodu
elektrického proudu latkou

e Chemiluminiscence — tento zpisob dodani energie neni az tak Casty, vyskytuje se
pouze v urcitych typech exotermnich chemickych reakci, kdy uvolnéné reakéni teplo je

vyzatreno ve formeé svétla.

Pro technické vyuziti v analytické chemii je nejvyznamnéjsi fotoluminiscence. Jak jiz bylo
zminéno v ptedchozich tadcich, pti fotoluminiscenci dochazi k interakci fotonu o frekvenci UV
nebo VIS zafeni s ¢astici a dojde k piedani energie valenénim elektroniim molekuly. Nejcastéji
se vyskytuje u organickych latek s dvojnymi vazbami (naptiklad aromatické uhlovodiky).
Absorpce zavisi pfevazné na struktufe a skupenstvi latky, ale také na teploté, pH a jinych
faktorech prostiedi. Pfi absorpci zafeni se valen¢ni elektrony snazi dostat na vyS$si hladinu do
tak zvaného excitovaného stavu. V excitovaném stavu nevydrZi elektrony dlouho, proto maji
relativné kratkou dobu zivota a dojde k névratu do zadkladniho stavu. Jakymi zplisoby se
dostanou excitované molekuly zpét do zakladniho stavu vysvétluje Jablonského diagram (viz.

Kapitola 2.) *°

4.1 FLUORESCENCE

Jak jiz bylo feceno fluorescence je spontanni jev, pii kterém dochazi k uvolnéni energie
Z excitovaného stavu pomoci vyzafeni fotonu, tzv. emisi zafeni. Pro fluorescenci je
charakteristicka doba vyzafovani fotonti po ukondeni excitaci v ¥adu 10° az 10° s, K tomuto

déji dochazi pii prechodu ze stavu S1 do stavu SO (zakladni stav). Jen u nékolika molekul jako
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je napf. azulén, dochazi Kk pfechodu ze stavu S2. Chceme-li aby molekula fluoreskovala,

musime splnit nékteré principy:

e Absorpce zafeni o dané vinové délce nesmi zpisobit chemickou pfeménu molekuly.

e Mezisystémovy piechod ze stavu S1 do T1 musi byt natolik pomaly, aby nedoslo k
ptechodu diiv, nez dojde k fluorescenci.

e Bimolekularni procesy nesmi konkurovat.

e Geometrické uspoiadani molekuly pozitivné ovlivituje u¢innost fluorescence

4.1.1 Specifikace fluorescen¢niho spektra

Fluorescencni spektrum je ddno zavislosti absorbance systému na vinové délce. D4 se

charakterizovat n€kolika zakladnimi pojmy, jakymi jsou Stokestv posun,

Stokestiv posun dostal nazev po G. G. Stokesovi, ktery v roce 1852 na univerzit¢ v Cambrige
sledoval prichod slune¢niho svétla pfes okenni tabuli do nadoby s roztokem chininu a okem
pozoroval, jak se z ultrafialového svétla stava viditelné svétlo. Zavérem jeho pozorovani bylo
sepsani zakonu, ktery dostal nazev Stokestv posun, ktery poukazuje na to, jak se méni energie
fotonu absorbovaného oproti fotonu, ktery vyzati fluorofor pii pfechodu z excitovaného stavu
do zakladniho stavu. Rozdil mezi energii fotoni absorbovanych a vyzatenych je
charakteristickd pro kazdou molekulu a nazyva se Stokesliv posun. Neboli vlnova délka

fluorescenéniho zafeni je vétsi nez vinova délka absorpéniho zafeni. °

Stokeslv posun

Intenzita

T R ) N - S S S S
400 500 600 700
Vinova délka (nm)

Obr. Excitaéni a emisni pasma

Obr.3: Grafické znazornéni Stokesova posunu (obrazek pfevzat a upraven z:

http://labguide.cz/fluorochromy/)

Zakon zrcadlové symetrie

Zakona zrcadlové symetrie uvadi, ze emisni spektrum je zrcadlové obracenym obrazem spektra
absorp¢niho. Tento zdkon plati pro mnoho organickych molekul. Absorbujici i emitujici

molekuly jsou prevazené v rovnovazném vibra¢nim stavu, u kterého je vibracni struktura
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zakladniho 1 excitovaného stavu stejnd. Vyjimky z tohoto pravidla jsou napf. zplUsobeny

rozdilnym geometrickym uspofddanim atomovych jader v zékladnim a excitovaném stavu.®
kvantovy vytéze

Pro hodnoceni a urceni sily fluorescence se vyuziva kvantovy vytéze, ktery udava procenta
poctu emitovanych fotoni ku poc¢tu absorbovanych fotonti. Kvantovy vytézek u fluorescence
je zéavisli na vedlejSich deaktivacnich procesech, mezi které patii mezi systémovy piechod z S1
na T1 a nezafivé piechody. Jak zminuje Vavilovovo pravidlo kvantovy vytézek neni zavisly na
vlnové délce excitacniho zareni. Kvantovy vytézek fluoreskujicich latek je v rozmezi od 0-1,

naopak u nefluoreskujicich latek je kvantovy vytézek roven nule°

we

kvantova ucinnost

Dal$im hodnocenym parametrem u fluorescence je kvantova c¢innost, ktera je vyjadfovana
pomérem mezi poctem vzniklych nebo zaniklych ¢astic ku poctu moli vzniklého absorpci
Imolu fotonti. Pro zjednoduSeni nam kvantova ucinnost udava pravdépodobnost uskutecnéni
jednotlivych fotochemickych krokt. K posouzeni, jak moc dand latka fluoreskuje slouzi méfeni
Intenzity fluorescence, ktery nam udava pocet fotoni prochazejici jednotkovou plochou za

jednotku ¢asu. °

Zivotnost excitovaného stavu

Mezi dalsi hodnocené parametry patii, ktera se udava stejnym zptisobem jako polocas rozpadu.
Tudiz polocas Zivota excitovaného stavu t1/2 je ¢as potiebny k tomu, aby se intenzita snizila

na polovinu.*
4.2 Fosforescence

Jednd se o urcity typ Luminiscence, u kter¢ho dochazi k piechod elektronu z tripletniho
excitovaného stavu do stavu relaxacniho za soucasného vyzatreni svétla. Z pohledu kvantové
mechaniky se jedna o zakazany piechod. K fosforescenci dochazi, pokud excitovany elektron
zméni pfechodem na vys$i hladinu spin a mé tedy totozny spin jako jeho parovy elektron v
zakladnim stavu. Poté tedy dochazi k prechodu elektronu z hladiny S na hladinu T — tento jev
se nazyva mezisystémova konverze. Samotné vyzatrovani fotonl (svétla) je zplsobeno
navratem elektronu na zakladni hladinu. Intenzita vyzafovani svétla je mnohem mensi nez u
fluorescence. Fosforescence se nejcastéji objevuje u organickych slou¢enin s C=0 vazbou,

nebo u heteroatom.®

21



Obdobnym jevem jako fosforescence je takzvana zpozdéna fluorescence, na rozdil od ni v§ak
dochazi k opakované mezisystémové konverzi mezi hladinami S a T, ktery je divodem
,,Zpozdéni“ emise. Svétlo je pak vyzareno piechodem z hladiny S1 na zakladni energetickou
hladinu. Zivotnost zpozdéné fluorescence je srovnatelna s fosforescenci. Tento zpiisob vyzateni
svételné energie a navrat na hladinu vykazuje naptiklad barvivo eosin nebo pyren. Cely tento

dgj je vysvétlen v Jablonského diagramu °
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S.Dvoufotonova absorpce

Dvoufotonova absorpce (TPA) je d¢&j, pii kterém molekula nebo material v jednu chvili
absorbuje dva fotony. Tyto fotony maji dohromady stejnou energii, ktera je potiebna k dosazeni
excitovaného stavu v daném materialu pomoci jednofotonové absorpce (OPA). To znamena, ze
jeden foton ma piiblizn€ polovi¢ni energii, z ¢ehoz vypliva dvojnasobna vinova délka. Rozdilu

mezi jednofotonovou a dvoufotonovou absorpci je vidét na obrazku.®

. =3==2

"
"
"
i
i

4
b
i

OPA TPA
Obr.4: Energeticky diagram znazoriiujici proces OPA a TPA. Délky jednotlivych Sipek pifedstavuji energii

fotont. Teckovana Sipka znazorfiuje svételnou emisi a navrat za hladinu Z (obrdzek pfevzat a upraven z:

http://www.chempoint.cz/dvoufotonova-absorpce)

Za ptedpokladu, ze je pfechod dovoleny pravidly, které byly zminény v kapitole ¢.2, mize byt
molekula excitovana do urcité energetické hladiny absorpci jednoho fotonu (OPA), ktery ma
energii definovanou rozdilem excitovany stav - pocatecni stav. Stejného stavu muze byt t
dosaZeno 1 absorpci dvou totoznych fotonl (stejna vinova délka a stejnd energie) s polovicni
energii(TPA). Po OPA nebo TPA molekula obvykle podstupuje rychlou vnitini konverzi do
energetické hladiny e. Z této hladiny systém mize zrelaxovat zpét do zakladni hladiny. Jak jiz

bylo zminéno v kapitole ¢.2 k relaxaci dochéazi bud’ zafivymi, nebo nezafivymi procesy.

Jak jiz bylo zminéno, pro dvoufotonovou absorpci je dileZity atak dvou totoZnych fotont. U
jednofotonové absorpce (OPA) je pravdépodobnost absorpce fotonu piimo umeérna intenzité
excitaéniho zafeni. Zavislost mezi poétem excitovanych molekul a intenzitou excita¢niho

zéateni u OPA vyjadtuje vztah:

I

ny = JNQH
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kde n1 je pocet molekul excitovanych OPA v jednotce objemu materialu za jednotku casu. ¢ je
absorp¢ni prurez, Ng je hustota molekul v zakladnim energetickém stavu z. | je intenzita

excita¢niho zdroje a hv je energie fotonu.

Pravdépodobnost soucasné absorpce dvou fotond je imérna Ctverci intenzity excita¢niho

zateni. Po upravé pro dvoufotonovou absorpci ziskavame vztah

2
?13_7 ON (;)

kde n2 je pocet molekul excitovanych TPA v jednotce objemu za jednotku casu, 6 je TPA
absorpéni prifez pro foton s energii hv. Prefaktor %2 vyjadiuje, Ze je zapotiebi dvou fotont k
excitaci jedné molekuly. Z toho je patrné, ze k excitaci dochazi pouze v mistech, kde je silny
tok fotonu. Takto vysokych hustot fotont se dosahuje bud’ kolima¢nimi cockami nebo lasery.
Aby doslo k excitaci je zapotiebi alespont 1028 fotoni/cm2 k. Takovyto pocet fotont je pouze
V misté zacileni laserového paprsku. Naopak pii dvoufotonové absorpci nedochazi v okoli
zamé&feni laseru, tudiz pii nasviceni kyvety laserem dojde pouze k lokalni dvoufotonové
absorpci a to jen ve sméru zafeni laseru. Na rozdil od jednofotonové absorpce, kde k excitaci
dochdzi v celém objemu kyvety. Diky tomuto rozdilu poskytuje TPA mechanismus, kterym
mohou byt aktivovany chemické nebo fyzikalni procesy s vysokym prostorovym rozliSenim
(viz také kapitola €.7). Tento fakt vychazi ze skutecnosti, Ze excitace se sniZuje s ¢tvercem

vzdalenosti od mista zacileni paprsku. 12

Diky této vlastnosti TPA nabizi mnoho vyhod, jimiz jsou napiiklad omezeni fotovybéleni, které
se projevuje pouze v malém méfitku a v lokalizovaném objemu. Dale se této vlastnosti TPA
hojné vyuziva pti pozorovani, kde nedochazi k rozmyvani pozorovaného obrazu fluorescenci
mimo ohniskovou rovinu. Dal$i vyhoda ma své uplatnéni v barvivech, ktera musi byt pti OPA
excitovana UV zafenim, ovSem u TPA barviv postacuje infracervené (IR) zareni (800 nm).
Vyhoda vyuzivani IR zafeni je mnohem hlubsi pronikani zafeni skrze biologické médium. Zde
se vyuziva toho, ze IR zafeni spada do oblasti vinovych délek, kde maji tato média nizkou miru
absorpce. Dale IR zafeni poskozuje lidské tkané mnohem méné nez UV zafeni a také delsi
vlnové délky jsou mnohem méné rozptylovany pii prichodu skrze biologicky material nez

modra &ast spektra. 12
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6. Metody méreni TPA prurezu a spekter

K urceni, jak u¢innd je dvoufotonova absorpce pro jasné specifikovany material, nebo latku pti
dané vinové délce byl definovan dvofotonovy absorpéni prufez (TPA priafez). Tento odvozeny

TPA prifez vychazi z Lambert-Beerova zakona pro jednofotonovou absorpci:

I(z) = Le o=

pro dvoufotonouvou se také vychazi z Lambert-Beerova zakona, ovSsem ve vztahu musi byt

uvedeno, ze dochazi k absorpci dvou fotonti najednou, z ¢eho vypliva vztah:

I[]
Ir)= ———
() 1 + Bexly
U jednofotonové absorpce byl znacen absorpéni koeficient symbolem a, pficemz u dvoufotoné
absorpce je znafen symbolem B-TPA prifez. Jednotkou TPA priifezu je uvadén Goepper-

Mayer (GM). Jedna jednotka GM nabyva hodnot 10°%*cm**s*foton. 12

6.1 metoda z-Scan

Tato metoda je zaloZzena na postupném posouvani kyvety se vzorkem po draze laserového
paprsku. Intenzita laserového paprsku je snimana detektorem a je vynaSena do grafu na osu
z v zavislosti na vzdalenosti kyvety od zdroje laserového paprsku. Od této osy z dostala tato

metoda sviij nazev.'?

S—'3 l detektor
//
\\
cocka l
laser - >
Stérbina
osaz
Obr.5: Schématické provedeni z-Scanu (obrazek pfevzat a upraven z:

http://hompi.sogang.ac.kr/nlopt/nlo1001600.htm)

Jak je jiz z obrazku patrné pii této metod¢ mefeni TPA prifezii se vyuziva pohybliva kyveta,

ktera se bud’ ptiblizuje, nebo oddaluje od zdroje laserového paprsku, druhou pohyblivou Casti

25


http://hompi.sogang.ac.kr/nlopt/nlo1001600.htm

tohoto méficiho zatizeni je posuvna Stérbina. Podle toho, jestli je $térbina oteviena, ¢i uzaviena

rozliSujeme u tohoto typu méteni 2 typy detekce TPA prufezu
e Uzaviena stérbina

Pokud je Stérbina v uzaviené pozici je umisténa tak, aby bréanila priichodu ¢asti laserového
zéreni. Pied vstupem zateni ke kyveté prochéazi proud fotonii skrze cocku, kterd v tomto pripade
soustied’uje paprsek do bodu, z kterym se tok fotonti pfirozen¢ rozbihd. A ptesné v této oblasti
za ohniskem je umisténa kyveta se vzorkem. Prosly paprsek dopada na jiz zminénou Stérbinu,
ktera z celkového zatfeni vybird jen tu stfedovou cast paprsku (nejcastéjsi transmitance se
pohybuje v rozmezi 0,1-0,5). Po prichodu vybraného paprsku skrze $térbinu dopada paprsek
na detektor, kde dochazi k vyhodnoceni. Typ méfeni s uzavienou §térbinou je nevyhodny
V tom, ze v prubéhu celého méfeni je nezbytné dulezité, aby nedoslo k jakémukoliv ohybu
laserového paprsku. Tento ohyb muize byt zptisoben priichodem paprsku skrze vzorek, pti¢emz
muze dojit k nepatrnému ohybu paprsku. Tento zanedbatelny ohyb ma za nasledek na mnozstvi
dopadajiciho zafeni na detektor (paprsek se ohne od detektoru, nebo naopak diky ohybu dojde

ke zvyseni dopadajiciho zafeni na detektor).!3

e QOtevrena S$térbina

Jak jiz z nazvu vypliva, druhd metoda z-Scanu je zaloZena na detekci veSkerého zateni, které
proSlo skrze kyvetu. Pfi této metod€ je zapotiebi, aby Stérbina pred detektorem byla zcela
odstranéna, nebo oteviena na maximum. V tomto méfeni je vysledkem pouze odraz intenzity
zafeni a proto miZe byt vyuZzit pro méfeni TPA prifezi jednotlivych latek. Bohuzel i u metody
oteviené Stérbiny jsou znacné nevyhody. Prvni nevyhodou pii stanovovani TPA priiezu je, ze
vysledky mohou byt negativné ovlivnény nedostatecnym rozevienim Stérbiny. Nevyhovujici
vysledek ziskame také za pfedpokladu, Ze vzdalenost mezi kyvetou a Stérbinou bude pfilis
velikd. Tim dochazi ke ztraté, nebo snizeni intenzity zafeni. Dale dochézi k rozostfovani, nebo
nelinearnimu rozptylu na detektoru. Druhou zna¢nou nevyhodou je ze pifi méfeni miize
dochazet k absorpci jiz excitovanych molekul. Tomuto jevu se da predchazet pouzivanim
takové vinové délky, kde je jednofotonova absorpce (OPA). zanedbatelna. OPA je zanedbatelna
pti pouziti velmi kratkych laserovych pulzt (v tomto ptipad¢ je potieba pouZit pulzy, které jsou

pod 1 ps). Pii tomto méfeni se doporuduje pouzivat frekvenci pod 1 KHz. 1314
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6.2 Metoda méieni dvoufotonové fluorescence (TPEF)

Vibec prvni publikovana zminka o vyuziti TPFE pochazi od pani Xu a Webba. Tato metoda
métfeni TPA prifezi je Castéji vyuzivana z diivodu, ze jejim vysledkem je piimo ucinnost
dvoufotonové absorpce. Tato metoda je zaloZzena na porovnavani spektra referencni latky, u
které je jiz znan TPA priiez s latkou, u které TPA priifez potfebujeme zjistit. Jedinou limitujici
podminkou pii této metod¢ je, aby jak spektrum referenéni latky, tak spektrum métené latky
bylo naméfeno na totozném laseru, za pouziti stejné metody. Pokud jsou ob¢ spektra naméieny
na stejném laseru, miizeme zanedbat mnoho faktord, mezi které patii naptiklad: energie pulzu,
trvani pulzu, rozlozeni intenzity v ¢ase a zavislost funkce detektoru na vinové délce excita¢niho
zateni. Jak jiZ 1ze z popisu této metody vycist, je zapotiebi znat referentni TPA prifezy riznych
latek. Proto v roce 2008 MAKAROV Nikolay a Aleksander REBANE vydali dokument, ve
kterém uvadéji presné hodnoty TPA spekter (v rozmezi vinovych délek 500-1600 nm) témét

véech dostupnych organickych barviv,>1¢

6.3 Omezeni pri méreni TPA prufezi

Pro obé zminéné metody méfeni TPA prufezi je zapotiebi vyuzit pulzni laser zhruba 100 fs.
Vyhodou téchto métenti je, Ze se pro stanoveni do kyvety predklada ziedény roztok dané latky,
ktery mé absorpci zhruba 0,1, tudiZ pro stanoveni postaci miligramové mnoZzstvi vzorku. Pfi
meéfeni, jak jiz bylo zminéno je zapotiebi aby byla eliminovédna jednofotonova absorpce a dale
vzorek musi vykazovat fotoluminiscenci. Pfi porovnavani jednotlivych molekul s teoreticky
vysokymi TPA prufezy, je nezbytné vzit v uvahu, Ze vysledky naméfené metodou z-Scan jsou

vzdy mnohem vé&tsi, neZ pii pouziti metody TPEF.Y’
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7.Latky s vysokymi TPA prirezy

Organickych molekul, které vykazuji vysoké hodnoty TPA priiezii je mnoho. Pfevazna vétSina
téchto latek je obdobou fluoroford pro OPA. Do této skupiny latek se fadi naptiklad fluorescein,
kumarin, rhodaminy. Bohuzel tyto latky maji tak nizké TPA prifezy, ze je nelze vyuzit pro
dvoufotonovou mikroskopii. DuleZitym parametre pro vyuziti latky v TPA mikroskopii je, aby
byla dobfe rozpustna ve vodé. Pokud je latka rozpustna ve vode dochézi k lepsi interakci latky
s bunikou, nebo tkani. Dale je podstatné, aby latka byla selektivni k urcitym latkam
v organismu. Takto specifickou selektivitu zajistime pouzitim takové latky, ktera vykazuje TPA
prafez alespont 50 GM. Tim zajistime, ze signal bude detekovany naptiklad pouze z urcitych

organel .18

Pro vyuziti molekul s TPA je nezbytné, aby jejich dvoufotonovy prifez byl co nejvyssi. Takto
vysokych hodnot se dosahuje prodluzovadnim intermolekulérni konjugace. Dal$i parametr, ktery
vede ke zvySeni TPA prifezu je posileni donor-akceptorové interakce. Aby byla Zachovana
rozpustnost dané latky ve vodé, je potiebna redukce velikosti molekuly a déale zavedeni
rozpustnych skupin na nosny skelet latky. Latky, které spliuji tyto pozadavky a z toho divodu
maji vysoky TPA prifez se déli do mnoha skupin. OvSem v kazdé dostupné literatuie se déleni
TPA latek 1isi. Naptiklad Hwan a kol. rozdélili tyto latky podle cilového vyuziti v dvoufotonové

mikroskopii na:

e Dvoufotonové sondy pro mitochondrie a lysozomy
e Dvoufotonové sondy pro plazmatické membrany

e Dvoufotonové sondy pro kovové ionty'®

Dalsi moznost déleni uvadi He Guang a kol. ktery TPA latky déli podle jejich slozeni na

e Organické amorfni molekuly

e Organické kapaliny a kapalné krystaly

e Konjugované polymery

e Fullereny

e Koordinaéni a organokovové slouceniny
e Porfyriny a metaloporfyriny

e Nanocastice

e Biomolekuly a jejich substytuéni derivaty °
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Poslednim, kdo tento obsahly okruh latek rozdélil byl MYUNG a kol. Ten molekuly s vysokym
TPA rozdélil podle jejich stavby. Tento zplsob rozdéleni latek s dvoufotonovou absorpci mi
piipada nejpiehlednéjsi a pro moje téma nejvhodnéjsi a proto dale budu vychazet z toho déleni.

Pan MYUNG KIM tyto latky rozd¢lil na:

e Dipolarni molekuly
e Kvadrupolarni molekuly

e  Oktupolarni molekuly %
7.1 Dipolarni molekuly

Dipolarni molekuly jsou latky, které maji na jedné strané silny donor a na protilehlé strané
naopak silny akceptor tento typ molekul se nejéastéji schematicky zaznamenava (D-n-A). V jiz
zminované publikaci je nepfeberné mnozstvi dipolarnich molekul. Pro lepsi ptehlednost

udavam pouze benzopyranové derivaty, které maji vysoké TPA prifezy.?

Obr.6: Struktury dipolarnich molekul: U latky(A) byl nam&fen TPA prifez 140GM, u latky (B)270GM a
u latky (C) 350 GM

U riiznych benzopyranovych derivatl je vyhodou jejich dokonald rozpustnost ve vod¢ a dale
jejich vysoka stabilita. Polo¢as rozpadu t1,=2100s. Diky pomérné vysoké hodnoté TPA prifezi
po absorpci energie vykazuji silnou a dlouho trvajici fluorescenci. Obménou rtiznych skupin na
skeletu Ize vytvofit Sirokou paletu latek s TPA. Cim silngjsi donor a akceptor je pouzit, tim

siln&jsi bude intenzita fluorescence. 2°

7.2 Kvadrupolarni molekuly

Dalsi variantou latek s vysokymi hodnotami TPA prifezd, jsou latky o schématu (D-n-D), (D-
A-D) a (A- n-A), které dale ve své struktufe maji fenyl, bifenyl, dihydrofenantrenyl, anthracenyl
jako jadro a mezi uhliky v fetézci dvojnou vazbu, jako mistky konjugace. Z téchto vypsanych
parametrti pfipadaji v Givahu naptiklad derivaty stilbenu, nebo také derivaty fluorenu,

dihydrofenantrenu a antracenu. 2
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Derivaty stilbenu

Derivaty stilbenu jsou hojné€ vyuzivané slouceniny, jelikoz pii zvySovani konjugace v molekule
muze byt naméfen TPA priufez az 1300 GM (pfi pouziti vinylenové skupiny). U Stilbenu se
konjugace prodluzuje pomoci vinylenové skupiny, nebo styrylenové skupiny. Pokud ovSsem
Kk prodluzovani fetézce pouzijeme styrylenové skupiny dojde ke znaénému nardstu hodnoty
TPA prafezu. Z tohoto faktu Ize vydedukovat, ze pti dvoufotonové absorpci je mnohem
vyhodnégjsi styrylenova skupina, n¢z vinylenova. Dale bylo zjisténo, ze pokud na stilben
piidame skupinu CN dojde ke zvySeni TPA prafezu. Téchto jiz vySe zminénych fakti bylo
vyuzito a byla pfipravena latka, ktera vykazuje hodnotu TPA priifezu okolo 5300 GM.%

o

Obr.7: Molekula stilbenu

Derivaty Fluorenu, Dihydrofenantrenu a Antracenu

Derivaty téchto latek nasli své uplatnéni pfi syntéze latek, které vykazuji vysoké TPA prufezy.
Vyhodou téchto latek je moznost prodlouzeni fetézce, zaroven tedy prodlouzeni konjugace bez
poruseni planarity. Naopak omezenim u téchto derivatu je potfeba udrzovat stalé pH a dbat na
to, aby nedoslo ke zméné sloZeni rozpoustédla. Jak jiz bylo fe€eno v pfedchozi kapitole,
hodnota TPA priifezu je zavisla na délce fetézce a jeji konjugaci a také zaroven na navazanych
substituentech. Pokud tedy na derivat anthracenu navaZeme fenolové substituenty, tak dojde
k poklesu TPA prufezu. Naopak navazanim CN skupiny do polohy 9 a 10 dojde ke znaénému
nartstu. Dle literatury byl proveden pokus, kdy se na anthracenovy derivat navazal jak fenyl,
tak skupina CN. Z logiky véci vypliva, Ze hodnota TPA priufezu by méla zustat stejna, ale
vysledkem daného pokusu bylo, ze hodnota TPA prufezu se zvedla az na hodnotu 5530 GM.

Dalsi zajimavosti této latek je fakt, Ze pfi méfeni TPA prafezu vykazuje latka vysoké hodnoty

8%

v §irokém rozsahu vlnovych délek.?

Obr.8: Molekula fluorenu
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Derivaty thiofenu a squarainu

Tyto derivaty jsou svymi TPA hodnotami podobné derivatu od stilbenu obsahujici styrylovou
konjugaci méfeny pii vinové délce 700 nm a mensi. Naopak squarainova barviva se schématem
(D-A-D) jsou latky, které vykazuji TPA prafezy az 33000GM. Témito hodnotami jsou
povazované za nejlepsi dvoufotonové heterocyklické fluofory. Takto vysoké hodnoty jsou
zpusobeny dipoélovym momentem ve struktufe latky. Byly provadény pokusy, kde se védci
snazili zvysit hodnotu TPA prufezu zménou schématu (A-D-A) nebo (A-D-D—-A), ovSsem bez

uspéchu. 2
Diketopyrrolopyrrol (DPP)

Jak je jiz z obrazku patrné diketopyrrolopyrrol je konjugovany, témét zcela rovinny bicyklicky
dilaktdm. DPP ma ve své struktuie elektrodonorové skupiny N-H a naopak elektronové

akceptory C=0 21.22

Obr.9: Zakladni struktura DPP

Na tento zakladni skelet viz. OBR se postupné piiddvaji rizné substituenty z ditvodu
»vylepSeni vlastnosti DPP. Nej¢astéji atakované polohy jsou 3 a 6. Pro zvySeni delokalizace,
ktera vede k vytvoreni silnych n-m interakci s jadrem se nejéastéji do poloh 3 a 6 davaji fenyly
(DPP(Ph)2), nebo thienyly (DPP(Th)2). Dale se na fenyl, ¢i thienyl ptipojuji polarni substituenty
do poloh X a Y viz OBR

Obr.10: Nejcastéji atakované polohy X,Y u DPP
Vyslednou latkou je materidl, ktery se hojné vyuziva jako aktivni ¢ast organickych zatizeni.
Ptipojenim elektro akceptornich i donornich skupin na fenyl dochdzi k vyznamnému
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bathochromnimu posunu absorp¢niho i excitacniho spektra. N-substituované DPP slouceniny
jsou zndmy svoji pomérné vysokou rozpustnosti. Tato rozpustnost je zpusobena jiz
zablokovanym dusikem, ktery jiz nemuze tvofit vodikové mustky, jako tomu bylo u N-
nesubstituovaného DPP. Rozpustnost neni zavisla na velikosti substituované latky, napiiklad
pfipojenim pouhého methylu dojde ke zna¢nému zvyseni rozpustnosti vici pivodnimu DPP.
Po pripojeni substituentu na dusik nedochéazi pouze ke zméné rozpustnosti, ale zaroven dochézi
ke zménén optickych vlastnosti. To je zplsobena zménou elektronové hustoty dusikovych
atomd, které jsou nezbytnou soucasti DPP chromoforu. Dal§im divodem, ktery vede ke zméné
optickych vlastnosti je zasadni zvyseni stérického efektu na substituentech v polohach 3 a 6.

Tato zména stérického efektu miZze vést k rotaci mimo rovinu. 242

Za ptispéni polarnich a elektro donorovych substituentli a kvadrupolarni struktuie vykazuje
takto modifikovany DPP pomérn€ vysoky TPA prifez. Jako prvni, kdo se zabyval méfenim
TPA spekter u DPP byl Yang a kolektiv (2009). Jako vychozi latku pouzili DPP1, z které ptes
dalsi kroky syntetizovali DPP2 (viz OBR)%#

N(ph)2
Obr.11: Struktura DPP1 a DPP2

Jak je jiz z obrazku patrné, jednd se o (D-A-D) barviva, kterd ve své struktufe obsahuji
fenylaminové skupiny, které jsou vhodnymi donory elektronti. Pfi promé&fovani DPP1 Yang a
kolektiv naméfili hodnotu TPA prifezu okolo 110 GM. Je ov§em nezbytné fici, Ze tyto hodnoty
byly naméfeny metodou TPEF. Jak jiZ bylo zminéno vise pifi pouziti metody TPEF jsou
vysledky TPA priifezu znacné nizsi, néZ u metody z-Scan. Pokud je potieba zjistit maximalni
vlnovou délku u dipolarnich molekul, tak se ¢asto vychazi z pravidla, ze vlnova délka maxima
u TPA je rovna dvojnasobku maxima vinové délky u OPA. Naopak u kvadrupolarnich molekul,
které jsou jesté symetrické, tato poucka neplati. Piikladem latek, u kterych tuto metodu zjisténi
maxima vlnové délky nelze vyuzit je DPP1, DPP2, DPP3. DPP podléhaji rozdilnym kvantovym
vybérovym pravidliim pro OPA a pro TPA. Naptiklad u DPP1 najdeme maximalni TPA prifez
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pti vinové délce 700 nm. Pokud do molekuly DPP1 pfiddme donorni substituenty dojde k
bathochromnimu posunu absorpéniho spektra. Timto posunem spektra dojde k nartistu hodnoty

TPA priifezu az na hodnotu okolo 1200 GM.%

Struktura DPP byla mnoha autory pozménovana a upravovana. Tytu tpravy vedly K vytvoreni
mnoha novych DPP derivati, které z diivodu rozsahu prace zamérné neuvadim. Za zminku
ovSem stoji doposud nejucinngj$i zndmy DPP derivat, ktery ma schéma D-A-D a ve své
struktufe ma amino substituovany furan a benzofuran, takto navazané skupiny zaujimaji funkci
donora elektronti. Tato nedavno objevena latka vykazuje TPA praiez okolo 3000 GM, coZ je
totozné s jiz zminénym DPP;, ktery zkoumali a prométfovali Yang a kolektiv. Takto vznikla
molekula dostala oznac¢eni DPP7, jeji struktura je patrna na OBR. Zna¢nou vyhodou této latky
je pomérn¢ vysoky kvantovy vytézek, tento fakt z DPP7 vytvaii nejucinnéjsi a nejvyuzivané;si

DPP derivat. 2

Obr.12: Struktura DPP7
7.3 Oktupolarni molekuly

Jako prvni, kdo u oktupolarnich latek zkoumal dvoufotonovou absorpci byl CHO Bong Rae a
kolektiv (2001). Kolektiv vyzkumniku na strukturu navazoval riizné substituenty a nasledné
méfili TPA prifezy. Prvnim krokem bylo navazani NMe» do skeletu latky. Vysledkem byl
prifez 200 GM. Ddle styrylovou skupinou byla prodlouzena konjugace. Tento krok vedl
k vysledku 1400 GM. Dale byla skupina NEt, zménéna na NPhy, coz také nevedlo k tizenym
vysledktim. Jedinou strukturou z kategorie oktupolarnich latek, ktera vykazovala hodnoty
blizici se squarainovym barviviim (33000 GM). Takto vysokych hodnot, jak vypliva z obrazku,

bylo dosazeno zapojenim elektron-akceptornich skupin.?
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N(CH3),

N(CH3),

Obr.13: Struktura oktupolarni molekuly s nejvy$si hodnotou TPA
7.4 DalSi vyznamné molekuly

Mezi dalsi molekuly, které maji vysoké hodnoty TPA prifezu mizeme zafadit napiiklad
porfyrin. Porfyrin je zdkladni dvoufotonova struktura. Molekul je planarni a ma konjugovanou
strukturu. Pokud dojde k propojeni vice molekul porfyrinu dochazi k eliminaci sterického
branéni. Pokud je splnéna tato podminka, tak dochazi ke zvySeni planarity, coz vede k narastu
hodnoty TPA prifezu az na hodnoty 94000 GM. Dalsi vlastnosti je pomérné¢ dlouho doba

zivotnosti, této vlastnosti se s oblibou vyuziva ve fotodynamické terapii.?®

Dalsi vyznamnou latkou s TPA je rhodamin. Tuto latku zkoumali panové XU Chris a Watt W.
Webb , ktefi studovali jednofotonové, ale i dvoufotonové vlastnosti této latky. Pro danou latku
byla provedena série méfeni, kdy rizné rhodaminy byly rozpusStény v methanolu a méfeny pfii
riznych vlnovych délkach. Z méteni vypliva, ze ¢im mensi vinova délka excitujiciho zafeni je,
tim je vyssi TPA prifez. Na praci Xu a Webba navazali Makarov Nikolay, Mikhail Drobizhev
a Aleksander Rebane, ktefi premétovali TPA spektra rhodamint o riznych koncentracich a
porovnavali s veskerou dostupnou literaturou. Zavérem jejich prace byly témét totozné
vysledky, jako naméfili Xu a Webb. Diky takto dokonalému prozkoumani optickych vlastnosti
rhodaminll se Casto tyto latky s oblibou vyuZzivaji jako standartni vzorek pro méfeni TPA

spekter pomoci TPEF metody.!*>?
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8. Vyuziti dvoufotonové absorpce

Fluorescencni mikroskopie nasla své uplatnéni v oborech jako je naptiklad biologie c¢i
medicina. Za zminku stoji fluorescenéni fluorofory. Tyto fluorofory se pouzivaji k ozna¢ovani
biologického materialu a je naslednou detekci v organismu. Tato obsahla skupina se d€li na dvé
hlavni podskupiny a to na zéklad¢ vztahu mezi fluoforem a studovanym materialem. Pokud se
fluorescencni latka vaze kovalentné na vzorek, nazyvame tyto latky fluorescencni znacky.

Pokud se ovsem vazi nekovalentné jedna se o fluorescen¢ni sondy.

e Fluorescencni znacky jsou nevlastni fluorofory, které se ke sledovanym biomolekuldm
(proteintim, peptidiim, ligandiim, oligonukleotidim a jinym) vazou kovalentni vazbou.
Nejcastéji se pouzivaji k fluorescenénimu znaceni proteint, kdy se kovalentn€ vdzou na
jejich aminové, sulthydrylové nebo histidinové bocni fetézce.

e Fluorescen¢ni sondy jsou nevlastni fluorofory, které se ke sledované struktuie vdzou
nekovalentné a Casto pfitom méni své fluorescencni vlastnosti. Volba fluorescencni
sondy je klicovou soucasti experimentu ve fluorescencni spektroskopii, nebot’ prave jeji

vlastnosti umoziiuji ziskat potfebné informace o pohybu sondy organismem.28:2%30

Dal$im vhodnym vyuzitim dvoufotonové absorpce je mikroobrdbéni. Tento proces je zalozen
na principu dvoufotonové polymeraci. Ve své podstaté se jedna o mikro 3D tiskdrnu vyuzivajici
laser a dvoufotonovou absorpci. K dvoufotonové polymeraci se vyuziva dvojnasobna vinova
délka nez u jednofotonové absorpce. A tim je zajisténo, ze pouze v uritém bodé, kde je
dostatecna opticka intenzita dojde k vybuzeni absorpce. Lze tak dosahnout jemnéjsich struktur,

dokonce i mensich, nez je pouzita vlnové délka laseru.3!3233

Za zminku rozhodné¢ také stoji vyuziti dvoufotonové absorpce k trojrozmérnému zapisovani
dat. Soucasnd zafizeni pro ukladani optickych dat, jako jsou naptiklad CD a DVD pouzivaji
jednofotonové procesy pro zapisovani a ¢teni dat z dvourozmérného povrchu. Pii pouziti
doufotonové absorpce, kterd méa uzky excitacni objem a vysokou eliminaci rusivych faktor
pozadi umoznuje ukladani dat do trojrozmérného systému. Pii pouziti dvoufotonové absorpce
tedy dochazi k razantnimu zhuSténi zapisovanych dat. Tento fakt pfispél k vyrobé prototypu
disku, ktery ma podobné rozméry jako CD ovSem jeho kapacita je az 1 TB. Zatim tento objev
nemohl byt uveden do provozu, jelikoz zapis a ¢teni dat ulozenych na disku je ¢asové mnohem

zdlouhavéjsi nez u klasického CD.34353%6
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9. Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskop se pouziva pii pozorovani latek ve velmi malych mnozstvich. Prvni
vyraznou zménou vuci klasické mikroskopii konfokalnim mikroskopem je hloubka a ostrost
obrazu, ktera je dana vysokym kontrastem vici pozadi. Diky témto parametrim lze tuto metodu
pouzivat pii pozorovani latek v zivych bunkach. DalSim rozdilem vic¢i klasické mikroskopii je
pouzity zdroj svétla. Fluorescencni mikroskop jako zdroj svétla vyuziva vysokotlakou rtutovou
vybojku. Tato vybojky emituje mnohonasobné¢ silnéjsi zateni v oblasti UV-VIS, nez klasicky
zdroj svétla u konfokalniho mikroskopu. Rtut'ova vybojka vyzaiuje svételny tok o vinové délce
V rozmezi 356-546 nm. Vysoka energie a vhodna vlnova délka emitujiciho zéfeni jsou potiebné

parametry pro excitaci fluorescen¢nich barviv. ¥’

9.1 Stavba fluorescen¢niho mikroskopu

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi kapitole, jako zdroj se vyuZiva vysokotlaka rtutova vybojka.
Vzniklé zateni prochazi skrze excitaéni filtr, tento filtr z celkového toku vybira jen ty vinové
délky, které jsou vhodné k excitaci fluorochromu. Zateni, které projde skrze filtr dopada na
dichroické zrcadlo, které je postavené v thlu 45° vici roving svétla. Jiz odrazené svétlo putuje
ptes objektiv na pozorovany preparat. V pozorovaném preparatu dojde k excitaci elektront do
vysSich elektronovych hladin. Pii zpétném navratu do zdkladniho energetického stavu dochazi
k vyzareni excitacniho svétla. Toto zafeni prochazi skrze imerzni objektiv s imerznim olejem,
ktery propousti pouze urcitou ¢ast zafeni. Vybrané zatreni imerznim objektivem dale putuje na
dichroické zrcadlo a bariérovy filtr. Jiz zminéné excita¢ni zafeni musi projit skrze bariérovy
filtr, jelikoz v tomto filtru dochazi k zabranéni prichodu odrazeného excitacniho zareni, které
ma vys$i intenzitu, néZ emisni zafeni. Tento filtr zabrafiuje poskozeni oka pozorujici osoby a

také zlepSuje pozorovani. Do samotného okuldru se tedy dostava pouze fluorescenéni zafeni o

v

slot profiltry  zavérka
N {shutter)

m Y ™
| ﬂ "
b S
gom everui /

sag
crescenér
objekt
Jektiv bariérovy filtr
Y

e excitadni filtr

dichroické zrcadio

Obr.14: Néazorné schéma stavby fluorescenéniho mikroskopu (obrazek pfevzat z:

http://kfrserver.natur.cuni.cz/studium/prednasky/mikro/mscope/fluor/fluor.htm)
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9.2 Vyuziti fluorescen¢ni mikroskopie v biozobrazovani

Biozobrazovani, stejné jako z-scan jsou jiz pokrocilé fyzikalni metody, které jiz nejsou tématem
této prace a z tohoto duvodu jsou uvedeny pouze zakladni principy a techniky, které se
nejCastéji v biozobrazovani vyuzivaji. Fluorescenéni mikroskopie se nejcastéji vyuziva
k pozorovani nukleovych kyselin. Aby bylo pozorovani mozné, je potieba dané nukleové
kyseliny oznacit latkou, kterd je fluorescen¢ni. Tyto latky se nazyvaji fluorescencni sondy.
Fluorescen¢ni sonda je latka, kterou Ize pouzit k detekci sloucenin bez vlastni fluorescence.
Aby fluorescen¢ni sonda mohla byt vyuzita k detekci a kvantifikaci nukleovych kyselin je
nutné, aby sonda navazana na nukleovou kyselinu méla vyrazné odliSnou intenzitu nez sonda
nenavazand. Molekula fluorescencni sondy by déle méla byt planarni. Pokud je splnéna
planarita je mnohem jednodusi vmezeteni mezi baze. Aby doslo k navazani sondy na nukleovy
fetézec, je potiebné, aby sonda ve své struktuie méla alespon jednu kladné nabitou skupinu.
Tato skupina potom interaguje se zaporné nabitym fetézcem. V zavislosti na struktuie mohou
sondy preferovat urcité useky nukleovych kyselin. Téchto vlastnosti se s oblibou vyuziva
v diagnostice. Principialné se jedné o navazani latky, kterd ma schopnost fluorescence na urcité
nukleové kyseliny s pomoci interakce mezi kladné a zdporné nabitou skupinou. Posléze je
objekt vlozen pod fluorescen¢ni mikroskop a pozoruje se pouze ta ¢ast, na kterou byly navazany
fluorescenéni sondy. Zna¢nou vyhodou fluorescenénich sond je vysoka citlivost na piitomnost
sledovanych latek. Vyhodou miiZe byt i preference urcitych usektit DNA, kterou lze vyuzit pfi
uréeni obsahu danych usekd. Naproti témto vyhoddm je ovSem potiebné splnit podminku,
kterou je vhodné prostfedi, ve kterém nebude dochdzet k zhaSeni fluorescence. Bohuzel
pouzivané latky po navazani na DNA mohou zna¢né narusit biologické pochody jako je
napiiklad replikace nebo transkripce. Proto tyto télu toxické sondy nelze vyuzit ke studiu zivych

organismi.®
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10. Metodika syntézy zvolenych organickych chromofori

s dvoufotonovou absorpci

Pro metodiku syntézy byly zvoleny 3 zékladni struktury. VSechny pouzité struktury se fadi do
skupiny dipolarnich latek. Tyto molekuly se skladaji z elektro akceptornich a donornich skupin,
které jsou propojeny m konjugovanym systémem. Jako referencni latky byly zvoleny

tetrafenylethylen, distyrylbenzen a spirobifluoren.

10.1 distyrylbenzen

Obr.15: Distyrylbenzen

Moznost syntézy €.1

V této syntéze vyuzil Myung a kol. reakce, kde nechali reagovat diethyl ester (4-

styrylbenzyl)fosfoniovou kyselinu s (E)-4-{2-[4-(diethylamino)fenyl]vinyl }benzaldehydem za

vzniku nami pozadovaného distyrylbenzenu.®

Et—©.

Et
| = SIS
’ O

Schéma ¢.1: Syntéza distyrylbenzenu

Moznost syntézy €. 2

V Této syntéze provedl Shubina L. a Malkes L. Wittigovu reakci za pouziti{4-[(E)-2-
fenylethenyl]benzyl}(trifenyl)phosphonium bromidu a 4-dimethylamino-benzaldehydu.*

pQ B 4 M N T ) \\ N
et oY \

Schéma ¢.2: Wittigova syntéza distyrylbenzenu
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10.2 Tetrafenylethylen

Jedna se o tetra substituovany ethylen

Obr.16: Tetrafenylethylen

MozZnost syntézy €. 1

Prvni z variant syntézy je Cross McMurryho reakce, kterd uoznuje i syntézu nesymetrickych

slou¢enin.**
o) o)
—_—
+
R1 R>

Schéma ¢.3: McMurryho syntéza tetrafenylethylenu

R1 R2 Zdroj
CHs NH; DUAN, Xin-Fang*
Br N(CHs)2 SHEN, Xiao Yuan®*?

MozZnost syntézy ¢.2

Zou Chengxiang a Larock Richar vyslednou latkou ziskali reakci jodbenzenu, 4-

(fenylethynyl)nitrobenzenu a 4-methylfenylboromové kyseliny. 43

Q. HO,
O+ O=L + O
o HO

Schéma ¢. 4: syntéza tetrafenylethylenu
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Moznost syntézy ¢.3

Huang a kol. vysledny substituovany tetrafenylethylen pfipravili reakci 4-ethenylpyridinu a
{4-[2-(4-bromofenyl)-1,2-difenylvinyl]fenyl}difenylaminu za vzniku (4-{1,2-difenyl-2-[4-(2-
pyridin-4-ylvinyl)fenyl]vinyl } fenyl)difenylaminu. Vysledny vytézek byl pouze 33%.%

Br
g A
) I
%) + Diacetat palladia, Triethylamin
P O O \ /© Trifenylfosfin, 100°C, 72 h ‘ O /@
O !

Schéma ¢.5:syntéza substituovaného tetrafenylethylenu

10.3 Spirobifluoren

Obr.17: Spirobifluoren

Moznost syntézy €. 1

V této syntéze vychazel Poriel a kol. z 2-jodo-1-phenylbenzenu a fluoren-9-onu. Vytézek této
reakce byl 90%. #°

0
|
. 1: Mg, (CH,CH,),0, 24 hod.
O D ¥ O Q 2:HCI, 20°C3hod Q‘O

Schéma ¢€.6: Syntéza spirobifluorenu z fluoren-9-onu
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MozZnost syntézy ¢&. 2

Bhanuchandra a kol. nechali spolu reagovat dibenzothiofen sulfon a fluoren. Vytézek celé

reakce se pohyboval okolo 45%.4

(0] 0]
N\ 7
\S/ C O
' / hexamethylsilazan draselny,1,4-dioxan
+ [
Toluen, T=150°C; 12 h Q‘O

Schéma ¢.7: Syntéza spirobifluorenu z dibenzothiofen sulfonu
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Experimentalni ¢ast
Pouzité experimentalni postupy

Vsechny komeréné dostupné chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich, Acros
Organics, TCIl nebo Merck Fluorochem. Sloupcova chromatografie byla provadéna na
silikagelu (SiO2 60 A, velikost &stic 0,060 - 0,200 mm, Acros Organics) za pouZiti komeréné
dostupnych rozpoustédel nejcastéji n-hexan a ethyl-acetat. Tenkovrstva chromatografie byla
provadéna na hlinikovych destickach potazenych silikagelem (SiO2 60 F254 (Merck) s
vizualizaci pomoci UV lampy (254 nebo 360 nm). 1H a 13C NMR spektra byla méfena pii
laboratorni teploté na pfistroji Bruker AVANCE III 400 pfi frekvencich 400.13 resp. 100.62
MHZz (pro 13C). Zakladni interpretace NMR spekter byla provedena ve spolupraci se skolitelem
této bakalaiské prace. Chemické posuny jsou uvedeny v jednotkach ppm vuci zbytkovému
signalu rozpoustédla CDCI13 nebo DMSO-d6). Interakéni konstanty (J) jsou uvedeny v Hz.
Pozorované signaly jsou popsany jako s (singlet), br (Siroky singlet), d (dublet), t (triplet), am
(multiplet). Body tani byly meéfeny na kapilarnim bodotdvku Buchi B-545. K dalsi
charakterizaci bylo vyuzito servisniho pracovisté elementarni analyzy pracujici s pfistrojem
Thermo Scientific Flash 2000 Organic elemental analyser.

V Praktické ¢asti prace se budu déale zabyvat syntézou vychozich latek, pro dvoufotonovou
absorpci. Jednotlivé kroky syntézy byly sestaveny s vedoucim prace a byly rozdéleny do

jednotlivych krokl. Vysledkem laboratorni ¢innosti by mélo byt ovéfeni jednotlivych krokt

syntézy a piiprava vychozich latek pro organické chromofory.
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Syntéza 1,1':4',1""-terphenyl-2',5'-dicarbaldehydu (2)

Ucel experimentu: Pfipravit z vychoziho dibrombenzendikarbaldehydu vysledny 1,1':4',1"-
terphenyl-2',5'-dicarbaldehyde, ktery bude pozit v dalsim kroku ptipravy

Princip experimentu: Jedna se o Suzukiho coupling, ktery spocéiva v reakci

dibrombenzendikarbaldehydu s fenolboronovou kyselinou.

Teoreticka Cast

O HO. .OH
Br Pd(PPh,),, Na,CO,
+ >
Br H,O, reflux, 18 Hod.
=
o)
1

Postup ptipravy:

Do 250 ml jednohrdlé bariky s kulatym dnem opatitené michadlem byl ptedlozen 1 (5g, 17.13
mmol), dale bylo ptidano 75 ml toulenu a (6,1g, 50 mmol) fenolboronové kyseliny. Stény banky
byly oplachnuty toulenem a do baiky byl pfiveden dusik ktery se nechal za stalého michéani
probublavat zhruba 30 min. Poté bylo ptidano 12,5 ml (25 mmol) Na,CO; a 1g ( 8.65 mmol)
Pd(PPhs)s. Byl nasazen zpétny chladi¢. Smés byla michdna a zahtivana na 50 °C po dobu 18
hod, konec reakce byl stanoven pomoci TLC za pouziti faze ethyl-acetat : n-hexan v poméru
1:3.

Izolace produktu:

Po 18. hodinach byla reakce ukoncéena pfidanim 3x 50 ml vody, z vodné smési byl produkt
extrahovan 50 ml ethanolu. Vysledny extrakt byl vysuSen pomoci 20g Na>:SOg4 a zfiltrovana
ptes vatu. Na rota¢ni vakuové odparce (RVO) bylo oddestilovano rozpoustédlo pii teploté 60

°C a podtlaku 250 mbar. Produkt byl ¢istén krystalizaci z EtOH. Bylo ziskéno 3,35g 2, coz

odpovida 67 % vuci teorii.
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1,1:4'1"-terphenyl-2',5'-dicarbaldehyde (2)

oo Nazloutla krystalicka latka, vytézek 67%, b.t.:196,8 — 198,3 °C. 1H
O NMR (400 MHz, CDCI3): § 10.15 (2H, s, CHO), 8.18 (2H, s, Ar-H),
O 7.60 - 7.56 (6H, m, Ar-H), 7.53 - 7.50 (4H, m, Ar-H). 3C NMR

So O (100 MHz, CDCI3): 6 192.0, 144.8, 136.7, 136.6, 130.4, 130.3,

128.95, 128.90. Elementarni analyza pro C20H1402: Vypocteno
(%): C 83.19; H, 4.93. Nalezeno (%): C 82.15; H 4.85.
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Syntéza 5'-(1,3-dioxolan-2-yl)-1,1':4',1""- terphenyl-2"
carbaldehydu (3)

Ugel experimentu: Parcialni ochrana jedné aldehydické skupiny pfevedenim na monoacetél

Teoretické Cast:

ethylenglykol, pTsOH

toulen, reflux, 2 hod

Postup pfipravy:

Do 500 ml jednohrdlé banky opatiené michadlem byl ptedlozen 2 (2g, 6.98 mmol), ktery byl
rozpustén v 100ml toulenu. Dale byl piidan ethyl-acetat a katalické mnozstvi (0,1g, 0.58
mmol) kyseliny p-toulensulfonové. Byl nasazen Dean Starkiv nastavce k odebirani vody
Vv prubéhu reakce. Byl provadén reflux po dobu 2 hod, konec reakce byl stanoven pomoci

TLC za pouziti faze ethyl-acetat : n-hexan v poméru 2 : 2.
Izolace produktu:

Izolace produktu byla provedena sloupcovou chromatografii. Smés byl odpaiena se 100 g
silikagelu na rota¢ni vakuové odparce (RVO) pfi teploté 50°C a podtlaku 10 mb do sucha.
Ptipravila se kolona s navazkou 200 g silikagelu a fazi n-hexan — EtOAc odpovidajici
poméru 1:3. Nejdiive byla odebrana ¢ista faze (750 ml) a poté byla odebrana faze obsahujici
separovany produkt (3) (1250 ml). Ziskané frakce se spojily a odpafily na RVO do sucha.
Vysledkem bylo ziskani 2,35 g (3), coz odpovida vytézku 92,5 % vici teorii.

45



5'-(1,3-dioxolan-2-yl)-1,1":4",1""- terphenyl-2'-carbaldehydu (3)

— Bilé krystalicka latka, vytézek 92,5 %. 'H NMR (400 MHz, CDCls):

SN §10.03 (1H, s, CHO), 7.98 (1H, m, Ar-H), 7.83 (1H, m, Ar-H), 7.51

O - 7.43 (10H, m, Ar-H), 5.74 (1H, s, CH), 4.19 - 4.16 (2H, m, OCHb>),
O 3.98 - 3.95 (2H, m, CH0). 3C NMR (100 MHz, CDCls): § 192.3,

o O 144.9, 141.9, 140.1, 138.7, 137.7, 134.0, 130.4, 129.9, 129.6, 129.5,

129.0, 128.7, 128.42, 128.41, 127.9, 100.8, 65.9. Elementarni analyza pro C2>H1gOs:
Vypocteno (%): C 79.98; H, 5.49. Nalezeno (%): C 79.25; H 5.50.
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Redukce 5'-(1,3-dioxolan-2-yl)-1,1":4",1"'- terphenyl-2'-
carbaldehydu (2)

Ucel experimentu: Zpétna redukce monoacetdlu na dikarbaldehyd z diivodu objeveni
jednodusi a casové méné narocné ochrany jedné aldehydické skupiny.

Teoreticka ¢ast:

1 HCI: 2 THF

Y

50 °C, 1 Hod

Postup pfipravy:

Do 500 ml jednohrdlé baiiky opatfené michadlem byl pfedlozen 3 (2.35¢g, 6.96 mmol), ktery
byl rozpustén v 54 ml THF, nasledné bylo ptidano 7.4 ml 10% HCI. Reakéni baiika byla
uzaviena a michana 1 hodinu. Konec reakce byl stanoven pomoci TLC za pouziti faze ethyl-

acetat : n-hexan v poméru 3 : 1.
Izolace produktu:

Reakce byla ukonéena pridanim 50 ml vody, z vodné smési byl produkt extrahovan 3x 50 ml
ethyl - acetdtu. Vysledny extrakt byl vysuSen pomoci 20 g NaxSO; a zfiltrovana pies vatu.
Na rota¢ni vakuové odparce (RVO) bylo oddestilovano rozpoustédlo pii teploté 60 °C a
podtlaku 200 mbar. Vysledkem bylo ziskani 1.97g (2), coz odpovida 98.9% vici teorii.
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Syntéza 5'-(hydroxymethyl)-1,1":4"1""-terphenyl-2'-karbaldehydu
(4)

Ugel experimentu: Ochrana jedné aldehydické skupiny spoéivajici v redukci aldehydu na

alkohol.

Teoretickd Cast:

NaBH,, THF

Py

EtOH, reflux, 14. hod

Postup piipravy:

Do 500 ml tihrdlé banky opatfené michadlem byl ptedlozen 2 (1.973g, 6.89 mmol), ktery byl
rozpu$tén v 20 ml THF. Bylo pfidano 20 kapek Et-OH a najednou 65mg (1.72 mmol) NaBHs.
Reak¢ni smés byla michana po dobu 14 hod. Barva se zménila ze zIuté na hnédou. Konec reakce

byl stanoven pomoci TLC za pouziti faze ethyl- acetat : n-hexan v poméru 3 : 1.
Izolace produktu:

Izolace produktu byla provedena sloupcovou chromatografii. Smés byl odpafena se 100 g
silikagelu na rota¢ni vakuové odparce (RVO) pii teploté 50 °C a podtlaku 10 mbar do sucha.
Ptipravila se kolona s navazkou 200 g silikagelu a fazi n-hexan : ethyl- acetat odpovidajici
poméru 1:3. Nejdfive byla odebrana ¢ista faze (400 ml) a poté byla odebrana faze obsahujici
separovany produkt (4) (580 ml). Ziskané frakce se spojily a odpafily na RVO do sucha.
Vysledkem bylo ziskéani 0,5g produktu, coz odpovidalo 25,3 % vuci teorii. Takto nizky vytézek

byl zplisoben kontaminaci kyselinou sirovou.
5'-(hydroxymethyl)-1,1':4*,1""-terphenyl-2'-karbaldehydu (4)

Bila krystalicka latka, vytézek 25,3% ,b.t.: 118.8 — 119.2 °C. H
NMR (500 MHz, CDCls): 6 10.03 (1H, s, CHO), 7.98 (1H, m, Ar-
H), 7.73 (1H, m, Ar-H), 7.53 - 7.38 (10H, m, Ar-H), 4.75 (2H, s,
CH2), 1.91 (1H, s, OH) *C NMR (100 MHz, CDCls): & 192.3,
145.1, 143.9, 140.4, 139.0, 137.5, 130.15, 130.1, 129.0, 128.9,
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128.54, 128.52, 128.24, 127.9, 62.8.Elementarni analyza pro C20H1602: Vypocteno
(%): C 83.31; H, 5.59. Nalezeno (%): C 82.57; H 5.78. HRMS: m/z pro C20H1602
vypocteno [M*] 288.11503 Da, nalezeno [M*] 288.11482 Da.
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Syntéza (5'-ethenyl-1,1":4",1""-terphenyl-2'-yl) methanolu (5)

Ugel experimentu: ukonéeni vétveni struktury na jednom aldehydu

Teoretickd Cast:

OH
Q Br
+ . tBuOK

—P - >

O f THF, 1 hod.

Do 50 ml tiihrdl¢é baiiky opatiené michadlem byl ptedlozen 4 (0.37g, 1.73 mmol), dale byl

Postup piipravy:

ptidan MTPPBr (1.85g, 1.72 mmol). Do vysekurované barnky bylo ptfidano 25 ml Cerstvé
ptedestilovaného THF. Posléze byl po kapkach ptidan tBuOK (0.57ml, 5.04 mmol). V prib&hu
pfidavani byla reakéni smés chlazena na 5°C. Po nadédvkovani se nechala reakéni smés michat
2 hod. Po 2 hodinach byl pribéh reakce stanoven pomoci TLC za pouziti faze ethyl-acetat : n-
hexan v poméru 3 : 1 sV neuspokojivym vysledkem. Proto bylo v 50ml jednohrdlé barice
pripraven smés MTPPBr a t-BuOK v THF (ve stejnym poméru pfi stejnym postupu prace).
Takto pfipraveny ylid ovSem vytvofil suspenzi, ktera nesla injekéni sttikackou nadavkovat do

jiz stavajici smeési. Z tohoto diivodu byla reakce ukoncena a 4 byl zpétné vyextrahovan.

Jiz podle zminéného postupu byl ptipraven ylid Vv dvojnasobném nadbytku vucéi 4.
Vyextrahovany 4 z ptedchoziho kroku byl rozpustén v 20 ml THF. Takto rozpusténa latka byla
pomoci injekéni stiikacky ptidana jiz k pfipravenému ylidu. Smés byla michana po dobu 2
hodin. Konec reakce byl stanoven pomoci TLC za pouziti faze ethyl-acetat : n-hexan v poméru

3: 1
Izolace produktu:

Produkt byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie. Vzorek byl odpaten se 30 g silikagelu do
sucha. Pripravila se kolona s navazkou 100 g silikagelu za pouziti faze ethyl-acetat : n-hexan
v poméru 3:1. Celkova spotieba faze byla 700ml. Nejdiive byla odebrana cista faze (400 ml)
a poté byla odebrana faze obsahujici separovany produt (5) (300 ml). Ziskané frakce se spojily
a odpatily na rotacni vakuové odparce (RVO) pii teploté 50 °C a podtlku 10 mbar do sucha.
Bylo ziskano 132mg produktu (5), coz odpovida 35,6 % vuci teorii.
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(5'-ethenyl-1,1":4",1"'-terphenyl-2'-yl) methanol (5)

Bila krystalicka latka, vytézek 35,6 %, b.t.: 110.6 — 111.5 °C. *H NMR
(500 MHz, CDCls): 6 7.61 (1H, m, Ar-H), 7.52 — 7.40 (10H, m, Ar-H),
7.28 (1H, s, OH), 6.78 (1H, d,d, J= 10.96 MHz ,J= 11.28, CH), 5.77
(1H, d, d, J=0.86 MHz, J=17.58 MHz. CH), 5.24 (1H, d, d, J=0.86
MHz, J=11.15 MHz. 3C NMR (100 MHz, CDCls): & 140.3, 137.5,
135.4, 130.3, 129.9, 129.2, 128.5, 128.2, 127.5, 127.4, 127.2, 115.1, 63.0. Elementarni
analyza pro Cz1His80: Vypocteno (%): C 88.08; H,6.34. Nalezeno (%): C 88.20; H 6.43.
HRMS: m/z pro C21H180 vypoéteno [M*] 286.135765 Da, nalezeno [M*] 286.13502 Da.
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Syntéza dimethyl [4-(diphenylamino)benzyl]phosphonatu (7)

Utel experimentu: Tiikrokovou syntézou piipravit z vychoziho trifenylaminu vysledny
dimethyl [4-(diphenylamino)benzyl]fosfonat, ktery je vychozi latkou pro syntézu latek, které

vykazuji dvoufotonovou absorpci.

Teoreticka Cast

OCH,

OCH,4
; @ PoCl, NaBH P(OCHs)s 2
—_—

N
DMF, 3 hod. THF, 10 °C, RT, 12 hod. 0°C, RT, 12 hod

v saclsRolchS

Jednotlivé stupné reakce:
1) Syntéza N-difenylamino benzaldehydu

Teoreticka Cast:

o
S T o

6 7

Postup pfipravy:

Do 500 ml tiihrdlé banky opatiené michadlem bylo predlozeno 75 ml DMF a 6 (15g, 61.14
mmol). Barika byla schlazena na 0 °C a poté byl ptidan PoCls (5.72ml, 61.14 mmol). Roztok
zmenil barvu ze zluté na zelenou barvu. Smés se nechala zahtat na 80-85 °C a byla michana 3
hodiny. Poté byl cely obsah baiiky nalit na vodu s ledem. Sed4 suspenze byla zfiltrovana a bez
¢iSténi byla pouzita v druhém kroku syntézy.
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2) Syntéza [4-(diphenylamino)phenyl] metanolu (8)

Teoreticka Cast

o OH
X

NaBH,

: N : THF, -10 °C, RT, 12 hod. : N
7 8
Postup ptipravy:

Do 1000 ml ttihrdlé baiiky opatfené michadlem byl piedlozen 7 (15.47g, 56.6 mmol), ktery byl
rozpustén v 150 ml THF. Vznikla smés byla schlazena na -10 °C a posléze byl nadavkovan
NaBHs (2.79g, 78.69 mmol). Po nadavkovani byla smés michana po dobu 12 hodin. Konec

reakce byl stanoven pomoci TLC za pouziti faze ethyl-acetat : n-hexan v pomeéru 3 : 1.

Izolace produktu:

Reakce byla ukonéena ptidanim zhruba 150 ml vody. Produkt byl vyextrahovan pfidanim 3x
50ml ethyl-acetatu. Produkt byl bez ¢isténi pouzit v dalsim kroku.
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3) Syntéza dimethyl [4-(diphenylamino)benzyl]phosphonatu (9)

Teoretické Cast:

OCH,

OH
SOCH,
P(OCH,)., I,
—_—

©/N\© 0°C, RT, 12 hod N
8

9

//
)

Postup ptipravy:

Do 1000 ml tiihrdlé banky byl piedlozen 8 (14.93g, 54.22 mmol), ktery byl rozpustén ve
150ml trimethylfosfitu. Reak¢éni smés byla schlazena na -5 °C a poté byl postupné nadavkovan
jod (13.88g, 54.22 mmol). Pii RT byla smés michana 12 hodin. Konec reakce byl stanoven

pomoci TLC za pouziti faze ethyl-acetat : n-hexan v poméru 3.5 : 0.5.
Izolace produktu:

Produkt byl izolovan sloupcovou chromatografii. Vzorek byl odpaten se silikagelem na rota¢ni
vakuové odparce (RVO) pii téploté 50°C a podtlaku 250mb. Poté byla provedena sloupcova
chromatografie za pouziti faze ethyl-acetat : n-hexan v poméru 5:1. Nejdiive byla odebrana
Cista faze (950 ml) a poté byla odebrana faze obsahujici fosfonat (9) (550 ml). Ziskané frakce
se spojily a odpafily na RVO do sucha.

dimethyl [4-(diphenylamino)benzyl]phosphonatu (9)

HyCO Svétle fialova latka, vytézek 56 %, b.t.: 76 - 78 °C. *H NMR (400

A MHz, DMSO-ds): & 7.30 - 7.26 (4H, m, Ar-H), 7.20 - 7.18 (2H, Ar-

H), 7.04 - 6.93 (8H, m, Ar-H), 3.67 (1H, d, J = 7.5 Hz, CH), 3.67

(6H, s, CH), 3.20 (1H, d, J = 7.5 Hz CH). '3C NMR (100 MHz,

N@ DMSO-ds): & 147.9, 146.4, 146.4, 131.5, 131.4, 130.1, 1244,

@ 124.3, 124.3, 123.5. Elementarni analyza pro C21H22NO3P:

Vypocteno (%): C 68.66; H, 6.04 N 3.8. Nalezeno (%): C 68.22; H 6.0, N 3.52. HRMS:
m/z pro C21H22NO3P vypocteno [M*] 367.13373 Da, nalezeno [M*] 367.13318 Da
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11. Diskuze vysledkii

V tiikrokové syntéze byl pfipraven vysledny (5'-ethenyl-1,1":4'1"-terphenyl-2'-yl) methanol
(5), jeho syntéza vychazela z dibrombenzendikarbaldehydu. Nésledovala parcialni ochrana
aldehydické skupiny pomoci ethylenglykolu. Tato ochrana byla ovS§em nevyhovujici z divodu
Spatného d€leni smési na Cisty monoacetal. Proto v ndsledujicim kroku byl smés prevedena zpét
na puvodni dialdehyd (2). Pro ochranu jednoho aldehydu byl objeven jednodussi zptsob
parcialni ochrany, ktery spoc¢iva v redukci aldehydu na alkohol (4). V poslednim kroku syntézy
byla provedena Witigova reakce za pouziti trifenylfosfonia bromidu za vzniku vysledného (5'-

ethenyl-1,1":4',1"-terphenyl-2'-yl) methanol (5)

Dalsi  provadény  experiment zahrnoval tiikrokovou  syntézu  dimethyl  [4-
(diphenylamino)benzyl] phosphonatu (9). Syntéza vysledného fosfonatu vychazela
z trifenylaminu, tery byl v prvnim kroku pfeveden na aldehyd (7). Nasledovala redukce
aldehydu na alkohol (8) a v poslednim kroku byla provedena reakce alkoholu s trimethyl

fosfinem za vzniku vysledného fosfonatu (9)
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12. Zavér

Prace podéva souhrnné informace o dvoufotonové absorpci a o jednotlivych zptisobech méteni
TPA spekter. Na zaklad¢ dostupné literatury jsou v praci rozdéleny molekuly s dvoufotonovou
absorpci do 4 zakladnich skupin. U jednotlivych skupin jsou uvedeny zakladni struktury, ke
kterym jsou dodéany i jejich TPA prifezy. Déle jsou v praci vypsany jednotlivé moznosti
vyuziti, pficemz je hlavni diraz kladen na dvoufotonovou mikroskopii. Dle vySe zminéné teorie
0 dvoufotonové absorpci byly vybrany 3 zakladni struktury, u kterych byla formou literarni

reserse vypracovana metodika jejich syntéz.

V experimentalni ¢asti prace byl pfipraven (5-ethenylterfenyl-2-yl) methanol. U tohoto
experimentu byl vyvinut a aplikovan novy zptsob ochrany jedné aldehydické skupiny, ktery
spociva v prevedeni aldehydu na alkohol. Timto postupem byl nahrazen ptivodni zpisob
ochrany, ktery spocival v pfevedeni aldehydu na acetal. Diky obméné byla samotna syntéza
vysledné latky zkracena o jeden krok, ktery obsahoval zdlouhavé a zaroven Spatné€ proveditelné
déleni smési sloupcovou chromatografii. Produkt se ziskal v dostatecné kvalité a Cistote, aby

mohl byt vyuzit k samotné syntéze latky s dvoufotonovou absorpci.

V druhé casti experimentalni prace byl pfipraven dimethyl [4-(difenylamino)benzyl]fosfonat,

coz je vyznamny meziprodukt pfi syntéze latek s TPA.

Provedené experimenty jsem vyzkouSel a u syntézy fosfonatu 1 prevedl do vétSiho méftitka.
Reakce, které jsem provadél nebyly casové ani po technické strance nikterak narocné. Avsak
kone¢né rozdélovani smési pomoci sloupcové chromatografie bylo velmi ¢asové narocné.
V dalSich experimentech by bylo vhodné vyvinout novy zpiisob syntézy vyslednych produktu,
bez pouziti této separani metody. Jako dal$i moZnost experimentalni ¢inosti vidim v syntéze

samotnych latek s TPA a zdokonalovani jejich pfipravy, které by vedlo k hojnéjSimu vyuziti

jak v medicing, tak i v jinych oborech.
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