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ROZDZIAL 1

Wprowadzenie

Era wykorzystania barwnikéw fluorescencyjnych rozpoczeta sie w potowie XX
wieku wraz z powszechnym zastosowaniem spektrofluorymetréw. Chinina stata sie
pierwszym fluoroforem badanym za pomoca tych przyrzadéw pomiarowych. W czasie
II wojny $wiatowej metody spektrofluorymetryczne bylty uzywane do monitorowania
lekéw przeciwmalarycznych zawierajacych ten wtasnie alkaloid. Jednak pierwsze
opisy samego zjawiska fluorescencji siegaja ponad 100 lat wczesniej. W 1845 roku
John Herschel opisat zachowanie roztworu siarczanu chininy, ktéry byt transparentny,
gdy nie padato na niego promieniowanie stoneczne. W momencie, gdy na ten sam
roztwor padato silne $wiatlo, wykazywat on zywa i piekng btekitng barwe [1]. W la-
tach 50. XIX wieku George Stokes, zainspirowany opisami Herschela, ponownie
badat roztwory siarczanu chininy. Do tego celu zbudowat prosty uktad sktadajacy sie
z dwéch filtrow. Pierwszym filtrem byt niebieski kawalek witraza, ktory przepusz-
czal promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu UV. Promieniowanie padato na
probke siarczanu chininy, powodujac powstawanie niebieskiej barwy probki. Drugi
filtr (z6tty), transparentny dla promieniowania powyzej 400 nm, umieszczony zostat
miedzy prébka a obserwatorem. W ten sposéb Stokes dowiodl, ze promieniowanie
padajace na prébke ma mniejsza dtugos¢ fali (wyzsza energie) niz promieniowanie
emitowane przez probke. Roznica energii absorbowanej i emitowanej przez barwnik
znana jest obecnie jako przesuniecie Stokesa i stata sie¢ fundamentem dla dalszych ba-
dan. Stokes jest réwniez autorem pojecia ,,fluorescencja”, pochodzacego od fluorytu —
szeroko rozpowszechnionego mineratu.

Kilka dekad pdzniej, w 1933 roku, na tamach czasopisma Nature profesor Aleksan-
der Jabtonski, polski fizyk badajacy absorpcje i emisje swiatta, opublikowat artykut
zawierajacy niewielki diagram przedstawiajacy rozktad elektronowych poziomoéw
energetycznych barwnikéw. Po absorpcji promieniowania mozliwe jest promieniste
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przejscie czasteczki ze stanu wzbudzonego do stanu podstawowego, czemu towarzy-
szy fluorescencja lub fosforescencja [2]. To najprostszy opis diagramu Jabtonskiego,
najpowszechniej wykorzystywanej schematycznej ilustracji zjawisk fotofizycznych.

Niezaleznie od energii wzbudzenia czasteczki, potozenie i ksztalt pasma emi-
syjnego zwykle nie zmieniaja sie. Jest to eksperymentalny dowdd zachowania sie
fluorescencyjnej probki zgodnie z regutq Kashy, ktéra méwi, ze po wzbudzeniu cza-
steczki do wyzszych stanéw elektronowych, nadmiar energii jest szybko rozpraszany
przez procesy bezpromieniste. W rezultacie czasteczka osigga najnizszy poziom wi-
bracyjny najnizszego elektronowego stanu wzbudzonego (S;), z ktérego nastepuje
emisja promieniowania. Regula ta zostata sformutowana przez amerykanskiego fizyka
Michaela Kashe w 1950 roku [3].

Powyzsze wlasciwosci daly podwaliny wspotczesnym technologiom opartym na
zjawiskach emisji promieniowania przez czasteczki organiczne, nieorganiczne [4-6]
oraz kompleksy metali [7-10]. Obecnie jako emitery powszechnie stosowane sg
rowniez biatka fluorescencyjne (lata 60. XX wieku) [11-13] oraz kropki kwantowe
(lata 80. XX wieku) [14-17]. Nie wyobrazamy sobie zycia bez powtok emitujacych
swiatlo, opartych na technologiach OLED, czy bez mikroskopii fluorescencyjnej,
pozwalajacej obrazowac¢ biostruktury w komoérkach.

Dowodem na ogromng przydatnosc¢ technik fluorescencyjnych niech bedzie fakt,
ze w 2014 roku Nagrode Nobla w dziedzinie chemii przyznano wspdlnie Ericowi
Betzigowi, Stefanowi W. Hellowi i Williamowi E. Moernerowi ,,za rozwdj super-
rozdzielczej mikroskopii fluorescencyjnej” [18]. Przed ich pracami rozdzielczosc¢
konwencjonalnych mikroskopéw optycznych miescita sie¢ w zakresie 200-300 nano-
metréw. Ograniczato to obserwacje struktur mniejszych niz ten rozmiar przy uzyciu
tradycyjnych technik mikroskopii swietlnej. Opracowanie innowacyjnych metod mi-
kroskopii o wysokiej rozdzielczosci pozwolito omina¢ to ograniczenie, umozliwiajac
wizualizacje struktur w nanoskali (10-50 nm) [19, 20]. Super-rozdzielcza mikro-
skopia fluorescencyjna spowodowata znaczny postep w obrazowaniu i zrozumieniu
proceséw chorobotworczej agregacji biatek (amyloidéw) [21-23].

Powszechnie stosowanym barwnikiem fluorescencyjnym wigzacym sie z amylo-
idami jest Tioflawina T (ThT) [24-27]. Ze wzgledu na potozenie maksimum absorpcji
i fluorescencji ThT oraz brak selektywnosci wiazania z biatkami, barwnik ten ma
ograniczone zastosowanie w badaniach in vivo. Przez to istnieje potrzeba opraco-
wania barwnikéw, ktore bedgq umozliwiaty detekcje markeréw chorobotwérczych
bezposrednio w organizmach zywych.

W niniejszej pracy przedstawione zostang strategie projektowania barwnikéw flu-
orescencyjnych oraz wyniki badan podstawowych poswieconych poznaniu mozliwos$ci
wywolywania kontrolowanych zmian ich wlasciwosci fotofizycznych w zaleznosci od
otoczenia czasteczek. Ponadto, otrzymane barwniki zostaly poddane testom majacym
na celu ocene ich przydatnosci w bioobrazowaniu.



ROZDZIAL 2

Mechanizmy dezaktywacji stanu
wzbudzonego

W tym rozdziale zostang oméwione mechanizmy dezaktywacji stanéw wzbudzo-
nych czasteczek, ktére w wyniku absorpcji promieniowania elektromagnetycznego
z zakresu nadfioletu (ang. UltraViolet, UV), widzialnego lub bliskiej podczerwieni
(ang. Near Infra-Red, NIR), zostaly wzbudzone z podstawowego elektronowego
poziomu energetycznego (Sp) na wyzszy. Naturalnym procesem nastepujacym po
absorpcji promieniowania jest utrata nadmiaru energii w przejsciach promienistych
lub bezpromienistych. Dodatkowym sposobem dezaktywacji stanu wzbudzonego sq
wewnatrz— lub miedzyczasteczkowe reakcje fotochemiczne, jednakze nie bedq one
tu omawiane.

2.1 Przejscia promieniste

Istnieje kilka mechanizmdéw przejscia czasteczki ze stanu wzbudzonego do stanu
podstawowego, ktérym towarzyszy emisja fotonu. Zjawiska fotoluminescencji réznig
sie miedzy soba przede wszystkim czasem zycia czasteczki w stanie wzbudzonym,
po ktérym nastepuje emisja promieniowania, co jest powiazane z multipletowo-
Scig stanu wzbudzonego oraz prawdopodobienstwem i kinetyka przejs¢ pomiedzy
odpowiednimi stanami.

2.1.1 Diagram Jabtonskiego

Do zobrazowania przej$¢ pomiedzy poszczeg6lnymi poziomami energetycznymi
mozna wykorzysta¢ diagram Jabtonskiego (Rys. 2.1). Stan podstawowy w zamknie-
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2.1. Przejscia promieniste

S,
Konwersja
wewnetrzna
i_Relaksacja
Przejscie
miedzysystemowe
Absorpcja T,
Fluorescencja
Fosforescencja
2
1
Sy :

Rys. 2.1: Diagram Jabtonskiego

topowltokowych czasteczkach organicznych zwykle jest stanem singletowym i jest
oznaczony jako Sy. Stany wzbudzone singletowe oznaczone sa kolejno jako Sy, S, itd.
Stany trypletowe oznaczane sa literg T. Dla uproszczenia, na Rys. 2.1 przedstawiono
tylko pierwszy trypletowy stan wzbudzony T;. Kazdemu z tych stanéw towarzysza
stany wibracyjne oznaczone oznaczone jako poziome linie 0, 1, 2 itd. Niebieskie
pionowe strzatki oznaczaja mozliwe przejscia ze stanu podstawowego Sy do réznych
poziomdéw wibracyjnych stanu S; lub Ss. Zwykle wzbudzenie zachodzi z poziomu
wibracyjnego 0 stanu podstawowego. Wynika to z rozkladu Boltzmanna, zgodnie
z ktérym zdecydowana wiekszos¢ czasteczek w temperaturze pokojowej znajduje
sie wlasnie w tym stanie. Proces absorpcji promieniowania jest szybki — zachodzi w
czasie okoto 1071% s. Po absorpcji promieniowania nastepuje relaksacja wibracyjna,
co na Rys. 2.1 zostato przedstawione jako szara przerywana linia.

Czasteczka wzbudzona do wyzszego stanu elektronowego S, ulega zwykle
wewnetrznej konwersji, zmieniajac swéj stan wzbudzony w kierunku najnizszego
poziomu oscylacyjnego stanu wzbudzonego S;. Zmiany te zachodza w czasie 10~!3
— 107! s. W przypadku, gdy czasteczka zostanie wzbudzona do wyzszego stanu
wibracyjnego poziomu S;, ulega bezpromienistej relaksacji wibracyjnej do najniz-
szego poziomu wibracyjnego, z ktérego nastepnie moze nastapi¢ emisja fotonu. Na
diagramie nie zaznaczano mozliwej konwersji wewnetrznej ze stanu S; do Sy. Proces
ten jednak jest zdecydowanie mniej wydajny niz konwersja z S, do S;, ze wzgledu na
znacznie wiekszg réznice energii miedzy stanami S; i Sp. Stad, konwersja wewnetrzna
z S1 do Sy moze konkurowac z innymi procesami [28].

Szybkos¢ zajscia danego przejscia pomiedzy stanami elektronowymi okresla tzw.
zlota reguta Fermiego [29, 30]. Jesli zaburzenie wywotlujace przejScie pomiedzy
stanem poczatkowym i i koficowym f oznaczymy jako H', to szybko$¢ przejécia
pomiedzy tymi stanami, k;_, s, bedzie wprost proporcjonalna do kwadratu sprzezenia
pomiedzy tymi stanami (i|H ' | ), wywolywanego przez owe zaburzenie i odwrotnie
proporcjonalna do réznicy energii miedzy nimi, AE;; = E; — E,

GlH'| )

ki—>f ~
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Zatem mozna sformutowa¢ reguly wyboru w spektroskopii, stwierdzajac, ze jesli
odpowiednie elementy macierzowe w liczniku wyrazenia 2.1 sg réwne zeru, to dane
przejscie jest wzbronione, a jesli maja niezerowa wartos¢, to przejscie jest dozwolone.
Reguly wyboru dla spektroskopii elektronowej okreslaja orbitalna regula Laporte’a
(dla czasteczek centrosymetrycznych dozwolone sa przejscia ze zmiang parzystosci
orbitali) oraz reguta spinowa (dozwolone sa przejscia bez zmiany multipletowosci).

Poniewaz ruchy jader w czasteczkach sg znacznie wolniejsze niz relaksacja elek-
tronéw, mozna zatozy¢, ze pobudzenia elektronowe zachodza zgodnie z regulq
Francka-Condona bez zmiany potozen jader.

2.1.2 Fluorescencja

Fluorescencja, czyli emisja fotondw, jest wynikiem przej$cia ze wzbudzonego
stanu singletowego S; do stanu podstawowego Sj. Czes¢ energii absorbowanej przez
czasteczke jest tracona w wyniku relaksacji wibracyjnej do najnizszego wibracyjnego
poziomu stanu S;. Dopiero z niego nastepuje emisja promieniowania, w wyniku
czego czasteczka moze przechodzi¢ do wyzszych pozioméw wibracyjnych stanu
podstawowego S, (reguta Kashy [3, 31]). Przejscia te zostaly zilustrowane na Rys.
2.2 jako zielone strzalki, konczace sie na liniach odpowiadajacym réznym stanom
wibracyjnym czasteczki w stanie podstawowym.

Najwieksza intensywnos¢ fluorescencji odpowiada¢ bedzie przejsciom do wibra-
cyjnego stanu Sy odpowiadajacemu tej samej geometrii czasteczki, zgodnie z reguta
Francka-Condona. Odpowiada to najwiekszemu prawdopodobienstwu przejs¢ elek-
tronowych i najwiekszej catkq naktadania oscylacyjnych funkcji falowych. Przejscia
na inne stany wibracyjne sa mniej prawdopodobne, ze wzgledu na mniejsza wartos¢
czynnika Francka-Condona, czyli catki naktadania pomiedzy odpowiednimi stanami.
W przypadku weglowodoréw aromatycznych, gdzie geometria czasteczki nie rézni
sie znaczaco w stanie podstawowym i wzbudzonym przejscie do najnizszego poziomu
wibracyjnego stanu S jest najbardziej prawdopodobne, co widac¢ jako maksimum in-
tensywnosci fluorescencji. Inne przejsScia sa mniej prawdopodobne i sa one widoczne
jako lokalne maksima w widmie fluorescencyjnym. Ze wzgledu na to, ze rdéznice
miedzy poziomami wibracyjnymi czasteczki w stanie podstawowym i wzbudzonym
sa zblizone, mozemy spodziewac sie, ze pasmo emisyjne bedzie stanowito lustrzane
odbicie ksztattu pasma absorpcyjnego.

Eksperymentalnie mozna to zaobserwowa¢ w widmach absorpcji i fluorescencji
naftalenu [32], antracenu [33] czy perylenu [34], w ktérych pasma absorpcji i emisji
roznig sie intensywnoscig sktadowych pochodzacych od przejs¢ do réznych stanéw
wibracyjnych czasteczek. Oznacza to, ze nie tylko przerwy miedzy wibracyjnymi
poziomami energetycznymi sa podobne dla czasteczki w stanie podstawowym i wzbu-
dzonym, ale réwniez prawdopodobienstwo przej$s¢ pomiedzy nimi, co odpowiada
intensywnosci poszczegdlnych sktadowych. Podobne obserwacje mozna przeprowa-
dzi¢ takze dla innych zwiazkéw o sztywnej strukturze, np. zawierajacych grupe BF,
[35, 36], a w szczegolnosci pochdone 4,4-difluoro-4-boro-3a,4a-diaza-s-indacenéw
(tzw. BODIPY) [37, 38].
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Rys. 2.2: Schemat przej$¢ miedzy poziomami wibracyjnymi stanu podstawowego Sy
i wzbudzonego S; oraz odpowiednie widma absorpcji i fluorescencji

2.1.3 Fosforescencja

Drugim rodzajem przejscia promienistego ze stanu wzbudzonego do stanu podsta-
wowego S jest fosforescencja. Emisja promieniowania w tym przypadku musi zosta¢
poprzedzona przejsciem miedzysystemowym — bezpromienistym przejsciem pomie-
dzy dwoma poziomami o podobnej energii nalezacymi do stanéw elektronowych
o réznej multipletowosci. Oznacza to, ze czasteczka ze stanu wzbudzonego Si, na
poziomie wibracyjnym O moze przej$¢ na energetycznie zblizony poziom trypletowy
T,,, a nastepnie przez relaksacje wibracyjng przej$¢ na najnizszy poziom oscylacyjny
stanu T;. Z tego poziomu moze nastapi¢ spontaniczna emisja promieniowania. Opi-
sane przejscie ze zmiang multipletowosci jest spinowo wzbronione [39], ale jednak
proces ten jest mozliwy pod pewnymi warunkami (patrz podrozdziat 2.2.2).

Przejscie

| Relaksacja :
mieaz mowi
S1 1 wibracvina dzysystemowe
i Relaksacja T
k/ ;wwbricvma 1
Odwrécone
przejscie
miedzysystemowe
2
S, 1
0

Rys. 2.3: Fragment diagramu Jabtonskiego z zaznaczonymi mozliwymi przejsciami
miedzy stanami S; i Ty

Poniewaz w przypadku fosforescencji w liczniku wyrazenia (2.1), okreslajacego
prawdopodobienstwo przejScia zgodnie ze zlota regula Fermiego, pojawia sie czlton
opisujacy sprzezenie spin-orbita, a w mianowniku — réznica energii pomiedzy sta-
nem singletowym a trypletowym, osiagniecie niezerowego prawdopodobienstwa
przejscia wymaga zwiekszenia wartosci licznika i/lub zmniejszenia mianownika.
W przypadku czasteczek organicznych, powszechnie stosowang strategia dla otrzyma-
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nia zwiazkéw fosforyzujacych poprzez wzrost efektu sprzezenia spinowo-orbitalnego
jest wprowadzenie do ich struktury ciezkiego atomu (np. bromu, jodu). W roztworze
w temperaturze pokojowej trudno jest obserwowac fosforescencje ze wzgledu na
wydajne nieradiacyjne procesy przejscia do stanu Sy. Zupelnie inaczej sytuacja wy-
glada dla probek w niskich temperaturach, zwlaszcza w tak zwanym szkliwie, czyli
zamrozonym w temperaturze cieklego azotu roztworze zwiazku w etanolu lub mety-
lotetrahydrofuranie [40]. Czas Zycia stanu trypletowego moze w tych warunkach by¢
wystarczajaco dtugi, aby zaobserwowac fosforescencje w skali czasu od mikrosekund
do sekund, a nawet minut [41]. Widmo fosforescencji przesuniete jest w strone
nizszych energii w stosunku do widma fluorescencji, poniewaz energia najnizszego
poziomu wibracyjnego stanu trypletowego T; jest zwykle nizsza niz energia stanu
singletowego S;.

2.1.4 Termicznie aktywowana opdzniona fluorescencja

Termicznie aktywowana opdzniona fluorescencja (ang. Thermally Activated De-
layed Fluorescence, TADF) to zjawisko fluorescencji, poprzedzone przejsciem cza-
steczki miedzy stanami o r6znej multipletowosci. Po wzbudzeniu czasteczki, przecho-
dzi ona ze stanu S;do stanu trypletowego T; w wyniku przejscia miedzysystemowego,
a nastepnie, wyniku odwréconego przejscia miedzysystemowego, ze stanu wzbudzo-
nego T; do stanu Sy, z ktérego nastepuje emisja promieniowania (Rys. 2.3). Zajscie
TADF zalezy od szybkosci bezpromienistych proceséw zwiazanych z multipletowoscia
stanow, ktore sa konkurencyjne dla innych proceséw powodujacych bezpromienista
dezaktywacje stanu wzbudzonego [42]. Prawdopodobienistwo tych zmian, podob-
nie, jak w przypadku fosforescencji, mozna opisa¢ za moca zlotej reguly Fermiego.
Oznacza to, ze prawdopodobienstwo (odwrotnego)przejScia miedzysystemowego
jest wprost proporcjonalne do cztonu opisujacego sprzezenie spin-orbita, i odwrotnie
proporcjonalne do réznicy energii pomiedzy stanem singletowym a trypletowym
(2.1). Powszechna strategia projektowania emiteréw TADF jest zmniejszenie roznicy
energii AFg_ 1 w czasteczkach z wewnatrzczasteczkowym przeniesieniem tadunku
powodujac zwiekszenie wydajnosci tego procesu [43, 44].

Roznica energetyczna jest kompensowana termicznie, co w konsekwencji prowa-
dzi do wzrostu wydajnosci procesu wraz ze wzrostem temperatury. Zachowanie to
jest odmienne od zachowania wiekszosci fluoroforéw, dla ktérych wzrost temperatury
powoduje zmniejszenie wydajnosci fluorescencji [45].

2.2 Przejscia bezpromieniste

Nie zawsze energia wzbudzenia jest uwalniana w formie promieniowania. Czesto
czasteczka powraca do stanu podstawowego poprzez szereg proceséw, ktére nie sg
zwigzane z emisjq fotonow. Tego rodzaju przemiany, okreslane jako procesy bez-
promieniste, sa kluczowe dla zrozumienia przemian fotofizycznych. W niniejszym
rozdziale oméwione zostana fundamentalne procesy bezpromieniste, towarzyszace
dezaktywacji elektronowo wzbudzonych czasteczek: konwersja wewnetrzna oraz
przejscie miedzysystemowe. Oba zjawiska odgrywaja kluczowa role w determino-
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2.2. Przejscia bezpromieniste

waniu loséw wzbudzonej czasteczki, wplywajac na wydajnos$¢ emisji. Konwersja
wewnetrzna, polegajaca na przekazywaniu energii wzbudzenia pomiedzy réznymi
poziomami wibracyjnymi, jest zwykle traktowana jako proces nieodwracalny ze
wzgledu na szybkie rozproszenie energii w formie drgan. Przejscie miedzysystemowe,
zwiazane ze zmiang spinu elektronu, jest procesem wolniejszym i w niektérych przy-
padkach moze by¢ czesciowo odwracalne, co zostato wyzej wyjasnione na przyktadzie
zjawiska termicznie aktywowanej opéznionej fluorescencji.

2.2.1 Konwersja wewnetrzna

Konwersja wewnetrzna to proces zachodzacy pomiedzy stanami energetycznymi
o tej samej multipletowosci (singletowymi S,, lub trypletowymi T,,). Proces ten moze
zachodzi¢ zaré6wno pomiedzy stanami wzbudzonymi, jak réwniez miedzy stanem
wzbudzonym a stanem podstawowym. Rdznica energii pomiedzy wyzszymi stanami
wzbudzonymi jest stosunkowo mata w poréwnaniu do duzej przerwy energetycznej
miedzy najnizszym stanem wzbudzonym S; a stanem podstawowym Sy. Dodatkowo,
wyzsze stany wzbudzone czesto charakteryzuja sie inng geometria czasteczki niz stany
energetyczne o nizszej energii, co moze powodowac przecinanie sie powierzchni
energii potencjalnych dla tych stanéw. Te dwa czynniki — mate przerwy energetyczne
i przecinanie sie powierzchni energii potencjalnej wyzszych stanéw — sprzyjaja bezpro-
miennym przejsciom miedzy nimi. Ogélnie, szybko$¢ i prawdopodobienistwo przejsc
na drodze konwersji wewnetrznej zaleza od kilku czynnikéw, w tym od przecinania
sie powierzchni energii potencjalnej poszczegdlnych stanéw oraz od nakladania sie
funkgcji falowych pozioméw wibracyjnych. Ilustruje to Rys. 2.4. Powierzchnie energii
potencjalnej stanu podstawowego (szara linia) i wzbudzonego (czarna linia) czaste-
czek moga by¢ wzgledem siebie przesuniete w rézny sposob. Gdy czasteczka posiada
podobng geometrie w stanie podstawowym i wzbudzonym, pobudzenie zachodzi
zgodnie z regula Francka-Condona(Rys. 2.4a), a przeciecie powierzchni energii poten-
cjalnej jest mato prawdopodobne. W takim przypadku prawdopodobienistwo przejscia
bezpromienistego jest niskie. Prawdopodobienstwo to dodatkowo maleje wraz ze
wzrostem roznicy energii miedzy dwoma stanami. W sytuacji przedstawionej na Rys.
2.4b, minima powierzchni energii potencjalnej w podstawowym i wzbudzonym stanie
elektronowym sg wzgledem siebie silnie przesuniete, a przeciecie tych powierzchni
zachodzi w poblizu minimum wyzszego elektronowego stanu wzbudzonego (S;)
— wystepuje dobre naktadanie sie funkcji falowych stanéw wibracyjnych dla Sy i
S1, niezaleznie od oscylacyjnej liczby kwantowej nizszego stanu energetycznego.
Wéwecezas prawdopodobienstwo przejscia bezpromienistego jest wysokie, niewrazliwe
na przerwe energetyczng i niezalezne od czestotliwosci drgan.

W naturze, czesto mozemy spotkac sytuacje jak te przedstawione na Rys. 2.4b,
w ktérych minimum energii potencjalnej stanu wzbudzonego znajduje sie w poblizu
krzywej energii potencjalnej stanu podstawowego, zas powierzchnie przecinaja sie
w punkcie o niewielkiej odlegtosci energetycznej od minimum stanu wzbudzonego.
W takich przypadkach szybkosci przejs¢ bezpromienistych moga zaleze¢ silnie od
zmian temperatury.

8
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Energia
Energia

Q Q

Rys. 2.4: Uproszczony przebieg powierzchni energii potencjalnej dla czasteczek po-
siadajacych te sama (a) lub rézna (b) geometrie stanu podstawowego i wzbudzonego

2.2.2 Przejscia miedzysystemowe

Przejscie miedzysystemowe (ang. InterSystem Crossing, ISC) jest procesem bez-
promienistym, w ktérym nastepuje zmiana multipletowosci stanu elektronowego.
Zgodnie z regutami mechaniki kwantowej, przejscia elektronowe zwiazane ze zmiang
spinu elektronu sa formalnie zabronione, ale moga zachodzi¢ pod pewnymi wa-
runkami (patrz (2.1)). Jednym z kluczowych czynnikéw umozliwiajacych przejscie
miedzysystemowe jest sprzezenie spinowo-orbitalne. Zwykle sprzezenie to jest stabe,
co sprawia, ze prawdopodobienistwo przejscia miedzy stanem singletowym a tryple-
towym jest praktycznie niemozliwe (bliska zeru wartos¢ w liczniku wyrazenia (2.1)).
Na efekt sprzezenia spin-orbita ma wpltyw wartos¢ liczby atomowej pierwiastkdw
w strukturze zwigzku. Z tego powodu obecnos¢ ciezkich atoméw bromu lub jodu
W czasteczce sprzyja przejsciom miedzysytemowym [46-48].

Kolejnym, rownie waznym, czynnikiem wplywajacym na prawdopodobienstwo
przejs¢ miedzysystemowych jest réznica energetyczna miedzy stanami singletowym
i trypletowym (AEs_7) (mianownik wyrazenia (2.1)). Blisko$¢ energetyczna sta-
now o réznej multipletowosci sprzyja tym przejsciom. Jednak w heterocyklicznych
czasteczkach organicznych, niskoenergetyczne stany wzbudzone czesto zwigzane sa
z przejsciami elektronowymi, w ktérych biora udziat elektrony wiazan sprzezonych
7 oraz z wolnych par elektronowych n [49, 50]. Elektrony te moga ulega¢ wzbudze-
niu, przechodzac na orbitale antywiazace 7* lub n*. Charakter tych przej$¢ wpltywa
na sprzezenie spin—orbita, jednoczesnie zmieniajac prawdopodobienstwo przejsc¢
miedzysytemowych. Pozwolito to ustali¢ pewne reguty wyboru dla tych procesow
w zaleznosci od przejs¢ miedzy poszczegdlnymi stanami. Zgodnie z powyzszym,
najbardziej prawdopodobne przejscie miedzysystemowe bedzie zachodzi¢ miedzy
stanami, w ktérych jest ono zwigzane ze zmiang typu orbitali:

e 3(m, 1) Yn,m*) ew 3(n,m*)  przejcie zabronione,
L, 7%) e 3(m,7%) (7, 7*) e 3(n,7*) przejicie dozwolone.

Te reguly zostaly zaproponowane przez Mostafe El-Sayeda [51-53] i do dzi$
wykorzystywane sa w projektowaniu m.in. barwnikéw fosforescencyjnych i emiteréw
TADF [52, 54, 55] .
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2.3 Czas zycia i wydajnos¢ kwantowa fluorescencji

Dla roztworu fluoroforu w danej temperaturze mozliwe jest wyznaczenie ekspe-
rymentalne czasu zycia fluorescencji oraz wydajnosci kwantowej. Wielkosci te, obok
dtugosci fali w maksimum absorpcji/emisji, dopelniaja zbiér najwazniejszych danych
fotofizycznych dla barwnikdw fluorescencyjnych. Wszystkie one zaleza od otoczenia,
w ktérym znajduje sie czasteczka oraz od temperatury.

A+hv
A+hY A+h"

A + ciepto L —» A+ciepto

Cc

Rys. 2.5: Schemat proceséw zachodzacych po wzbudzeniu czasteczki

W poprzednich czesciach rozprawy wskazano mozliwe procesy pozwalajace wzbu-
dzonej czgsteczce na powrot do stanu podstawowego. Na Rys. 2.5 przedstawiono
schematycznie mozliwe procesy, zachodzace w nastepstwie wzbudzenia czasteczki
barwnika. Czasteczka, ktéra po absorpcji przechodzi do singletowego stanu wzbu-
dzonego moze pozby¢ sie nadmiaru energii w konkurencyjnych procesach o réznych
wartosciach statych szybkosci: fluorescencji (k,.), konwersji bezpromienistej (k)
oraz reakcji fotochemicznej (k,). Kolejnym konkurencyjnym procesem moze by¢
przejscie miedzysystemowe do stanu trypletowego (krsc). Z tego stanu réwniez
mogq zachodzi¢ przejscia promieniste, czyli fosforescencja, (k.), konwersja bez-
promienista (k/,) lub czasteczka moze ulega¢ przemianom fotochemicznym (k;)
[56]. Dla okreslenia zachowania danej czasteczki w stanie wzbudzonym konieczna
jest znajomos¢ kinetyki konkurencyjnych przemian. Przy zalozeniu, ze czasteczka
nie zmienia multipletowos$ci w stanie wzbudzonym, czas zycia 7 molekut w stanie
wzbudzonym A* mozna zdefiniowac¢ jako:

F(A%) = 1

SR — 2.2
kr + knr + kp (2.2)

Roéwnanie to wynika z kinetyki pierwszego rzedu, poniewaz opisane procesy sg proce-
sami elementarnymi. Wydajno$¢ kwantowa kazdego z proceséw mozna zdefiniowac
jako stosunek liczby czasteczek bioracych udziat w tym procesie do liczby zaabsorbo-
wanych fotonéw. W przypadku fluorescencji, gdzie jedna czasteczka emituje jeden
foton, wydajnos¢ kwantowa bedzie wyrazata sie w stosunku liczby emitowanych
(NV,) do liczby zaabsorbowanych fotonéw (V,,), ktére mozna powigzac ze statymi
szybkosci opisanych proceséw w nastepujacy sposob:
N, ky

dp = = . 2.3
r Nabs knr + kr + kp ( )

Przy zalozeniu, ze czasteczka jest fotochemicznie trwata, mozna zaniecha¢ rozwazan
na temat reakcji fotochemicznych, upraszczajac réwnanie 2.3 i uwzgledniajac jedynie
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stale szybkosci przejs¢ promienistych &, i bezpromienistych k.

ky

Pp=—0r .
7 ke + &y

2.4
Z réwnania 2.2 (z pominieciem wyrazenia k,) i 2.4 wynika, Ze stalq szybkosci
przejscia ze stanu S; do Sy (fluorescencja) mozna wyznaczy¢ z eksperymentalnie
zmierzonej wydajnosci kwantowej @ i czasu zycia fluorescencji 7:

®
k= — L

- T(A*)' (2.5)

Wydajnos¢ kwantowa fluorescenciji jest bliska 100%, jesli stata szybkosci proceséw
promienistych jest znacznie wieksza niz szybkos¢ zaniku bezpromienistego, czyli
ky > kyn,. W literaturze mozna znalez¢ wiele przyktadow zwigzkéw, ktérych wydaj-
nos¢ kwantowa fluorescencji bliska jest tej wartosci. Charakterystyczng cecha takich
zwigzkow jest sztywna struktura oraz — co za tym idzie — niewielkie przesuniecie
Stokesa [57-59].

2.4 Rola otoczenia czasteczki wzbudzonej

W praktyce laboratoryjnej zdecydowana wiekszos¢ eksperymentéw prowadzona
jest w roztworach, dlatego konieczne jest rozumienie wplywu otoczenia na wia-
sciwosci czasteczki w stanie wzbudzonym. Powszechnie wiadomo, ze stosowanie
réznych rozpuszczalnikéw w znaczacy sposob wplywa na wtasciwosci fotofizyczne
barwnikéw. Oddzialywania miedzy rozpuszczalnikiem i czasteczka moga stabilizowac
jej stan wzbudzony lub indukowa¢ powrét do stanu podstawowego. Zmiany polar-
nosci rozpuszczalnika, w ktédrym znajduje sie barwnik, moga faworyzowac¢ przejscia
elektronowe o réznym charakterze (n — 7* lub 7 — 7*) [60-62]. Innym zjawiskiem
powszechnym w przypadku barwnikéw organicznych rozpuszczonych w bardzo po-
larnych rozpuszczalnikach, jest tworzenie sie agregatéw, w ktérych wystepujq silne
oddziatlywania miedzy czasteczkami barwnika [63-65]. Agregaty zwiazkow fluore-
scencyjnych charakteryzuja sie odmiennymi od samych czasteczek wtasciwosciami
fotofizycznymi, zas agregacja jest jednym z prostszych koncepcyjnie procesow, jakie
mozna efektywnie obserwowac z uzyciem technik opartych o pomiary fluorescencji.
Co wiecej, zmiany lepkosci, wspomnianej polarnosci medium lub obecnos¢ innych
sktadnikéw, takich jak tlen [66, 67], jony [68, 69], biomolekuty [70], w mikrooto-
czeniu barwnika i idace za tym zmiany jego wlasciwosci fotofizycznych sa podstawa
wielu zastosowan technik fluorescencyjnych w biologii, farmacji i medycynie. Dzieje
sie tak z powodu wystepowania stabych oddzialywan miedzymolekularnych takich
jak wiazania wodorowe, halogenowe, czy oddzialywania dyspersyjne prowadzace do
odpowiedzi fotofizycznej ze strony sondy fluorescencyjnej. Poniewaz omdéwione wy-
zej zmiany w charakterystyce barwnikow sa wywotane obecnoscia i wtasciwosciami
ich otoczenia, nastepne podrozdzialy omawiaja je nieco doktadnie;j.
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2.4. Rola otoczenia czasteczki wzbudzonej

2.4.1 Efekt solwatochromowy

Zjawisko, w wyniku ktérego mozemy obserwowaé przesuniecia maksimum oraz
zmiane ksztaltu pasm emisji w zaleznosci od rozpuszczalnika jest nazywane efektem
solwatochromowym [71]. Efekt ten zalezy nie tylko od rodzaju rozpuszczalnika, ale
rowniez od rodzaju przejscia elektronowego w czasteczce. Absorpcja promieniowania
wywotuje zmiane rozkladu elektronéw w czasteczce, czyli zmiane jej momentu dipo-
lowego, zaburzajac stan rownowagi dla oddziatywan rozpuszczalnik — barwnik. Efekt
solwatochromowy jest tym silniejszy, im wieksza jest r6znica miedzy momentem dipo-
lowym w stanie podstawowym (i, i wzbudzonym ,,. Ta réznica jest duza dla przejs¢
zwiazanych z wewnatrzczasteczkowym przeniesieniem tadunku (ang. Intramolecu-
lar Charge Transfer, ICT) [72]. Jezeli w stanie wzbudzonym nastepuje zwiekszenie
momentu dipolowego fluoroforu (u, < ), nastepuje gwaltowna reorganizacja
czasteczek rozpuszczalnika pierwszej otoczki solwatacyjnej. Na Rys. 2.6 przedsta-
wiono to zjawisko dla czasteczki w rozpuszczalniku polarnym. Wzbudzenie czasteczki
powoduje zmiane orientacji dipoli rozpuszczalnika wokét. W tym przypadku, im wyz-
sza polarnosc¢ rozpuszczalnika, tym nizsza energia stanu zrelaksowanego i wieksze
przesuniecie ku czerwieni pasma emisyjnego.
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Rys. 2.6: Relaksacja otoczki solwatacyjnej wokét fluoroforu o momencie dipolowym
rosnacym podczas wzbudzenia, p, < fiy

Innym parametrem determinujacym efekt solwatochromowy jest lepkos¢ roz-
puszczalnika, poniewaz to od niej zalezy szybkos¢ relaksacji rozpuszczalnika wokot
wzbudzonej molekuly. Jesli czas wymagany do reorganizacji czasteczek rozpuszczal-
nika wokot fluoroforu jest krotki w stosunku do czasu zycia stanu wzbudzonego,
fotony beda emitowane przez czasteczki znajdujace sie w rownowadze z ich po-
wioka solwatacyjna. Po emisji, substancja rozpuszczona odzyskuje swdj poczatkowy
moment dipolowy 1, a kolejny proces relaksacji prowadzi do najbardziej stabilne;
poczatkowej geometrii czasteczki w stanie podstawowym. W przypadku, gdy medium
jest zbyt lepkie, niemozliwa jest szybka reorganizacja czasteczek rozpuszczalnika
i emisja odbywa sie ze stanu o wyzszej energii (jak w przypadku osrodka niepo-
larnego), a widmo fluorescencji nie bedzie znaczaco przesuniete wzgledem pasm
absorpcyjnych. Wreszcie, jesli czas reorganizacji rozpuszczalnika jest rzedu czasu
zycia stanu wzbudzonego, pierwsze wyemitowane fotony beda odpowiadac¢ dtugo-
sciom fali krétszym niz te emitowane nieco pézniej, poniewaz reorganizacja bedzie
zachodzi¢ w czasie emisji [73, 74].

Wielko$¢ oraz charakter przesuniec¢ pasm absorpcji i emisji dla zwiazkéw w réz-
nych rozpuszczalnikach mozna wykorzysta¢ do opisu charakteru przej$¢ elektrono-
wych czasteczek. Pasma zwigzane z przejsciami m — 7* sa najmniej czute na zmiany
polarnosci otoczenia, poniewaz réznica momentéw dipolowych stanu podstawowego
i wzbudzonego jest niewielka. W przypadku przejs¢ n — n* obserwowane bedg
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wyrazne przesuniecia pasm absorpcji/emisji, jednak najwieksze przesunigcia beda wi-
doczne dla przejs¢ # — 7* w czasteczkach posiadajacych grupy elektronodonorowe
i elektronoakceptorowe, ktorych wzbudzenie spowoduje wewnatrzczasteczkowe
przeniesienie fadunku [75].

2.4.2 O0Oddzialywania miedzyczasteczkowe

Wplyw rozpuszczalnika na wiasciwosci fotofizyczne czasteczek moze by¢ niewielki
w przypadku stabych specyficznych oddzialywan miedzyczasteczkowych miedzy cza-
steczkami fluoroforu a rozpuszczalnikiem. Ze wzgledu na powszechne wystepowa-
nie i energie wigzan wodorowych oddzialywania te sa najczesciej dyskutowanym
przyktadem. Niekiedy systematyczne zmiany, zwigzane ze zmiang polarnosci roz-
puszczalnika nie sa zachowane dla fluoroforéw, ktére w swojej strukturze posiadaja
atomy zdolne do tworzenia wigzan wodorowych. Wtasnie te oddzialywania nieko-
walencyjne moga zmieni¢ nature przejs¢ elektronowych, a tym samym wplywac na
wydajno$¢ kwantowg fluorescencji [76, 77]. Heterocykliczne uktady aromatyczne sa
wyjatkowo wrazliwe na obecno$¢ wigzan wodorowych. W rozpuszczalnikach protycz-
nych (np. alkohole) moga tworzy¢ sie wigzania wodorowe miedzy heteroatomem
barwnika a czasteczkami rozpuszczalnika. Moze to powodowac inwersje pozioméw
energetycznych standw wzbudzonych czasteczki. Przykladem takiego zwiazku jest
akrydyna, ktéra w rozpuszczalnikach polarnych protycznych wykazuje wysoka wy-
dajnos$¢ kwantowa fluorescencji. Z drugiej strony, w rozpuszczalnikach niepolarnych
najnizej potozonym stanem wzbudzonym akrydyny jest stan odpowiadajacy przejsciu
wzbronionemu n — 7*, z ktérego prawdopodobienstwo przej$¢ promienistych jest
znacznie mniejsze niz ze stanu = — 7*. W obecnosci wigzann wodorowych ograni-
czone jest przesuniecie gestosci elektronowej z heterocyklicznego atomu azotu na
orbital antywigzacy 7*, co zwigksza tym samym energie stanu n — 7*. Dla czaste-
czek tego typu obserwuje sie wzrost wydajnosci kwantowe;j fluorescencji, poniewaz
przejscie 7 — 7* odpowiada najnizszemu wzbudzonemu stanowi energetycznemu
czasteczki, z ktérego wydajnie nastepuje przejscie promieniste do stanu podstawo-
wego [78]. Badania fotofizyczne moga stuzyc¢ rowniez do okreslania obecnosci innych
specyficznych oddzialywan niekowalencyjnych takich jak wigzania halogenowe [79,
80].

2.4.3 Agregacja

Jak wczesniej wspomniano, w przypadku znacznej zmiany polarnosci medium,
w ktérym rozpuszczone sg czasteczki fluoroforu, moze wystepowac zjawisko agrega-
cji. Proces ten moze pojawic sie rdwniez w roztworach o duzych stezeniach barwni-
kow. Agregaty beda wykazywaly znaczace zmiany we wtasciwosciach fotofizycznych
wzgledem pojedynczych, solwatowanych czasteczek. Generalnie zmiany te mozna
podzieli¢ na dwie grupy. W pierwszej z grup, w wyniku agregacji bedzie dochodzito
do wygaszenia fluorescencji ( ang. Aggregation-Caused Quenching, ACQ). W drugim
przypadku, dla powstajacych agregatéw intensywnos¢ fluorescencji w poréwnaniu
z wolnymi czasteczkami w roztworze moze znaczaco wzrasta¢ (ang. Aggregation-
Induced Emission, AIE). Proces wygaszania fluorescencji powodowany agregacja jest
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niepozadany z punktu widzenia zastosowan. Mechanizm ACQ dotyczy wiekszosci
fluoroforéw, zwlaszcza o plaskiej budowie, takich jak weglowodory aromatyczne.

Gdy uktad sprzezony jest ptaski, wzmocnienie lub wygaszenie fluorescencji bedzie
zalezato od wzajemnego ulozenia czasteczek. W przypadku réwnolegle utozonych mo-
lekut, gdy odlegloé¢ miedzy sasiednimi czasteczkami jest bliska 3.5 A [81], nastepuje
silne wygaszanie fluorescencji ze wzgledu na dominacje proceséw bezpromienistych,
wynikajacych z silnego oddziatywania pierscieni aromatycznych naktadajacych sie
bocznie. Wzbudzona czasteczka moze tworzy¢ ekscymery, otwierajac kolejne drogi
przej$¢ bezpromienistych [82]. Dodatkowo, w widmie absorpcji agregatéw zaobser-
wowac mozna przesuniecie pasm w strone wyzszych energii wzgledem pojedynczych
czasteczek w roztworze. Takie zachowanie jest charakterystyczne dla agregatéw typu
H, ktére tworza sie miedzy innymi dla perylenu.

4  Monomer Dimer

Energia

0° Kat, a 90°

Rys. 2.7: Poziomy energetyczne dimeréw w zaleznosci od wzajemnego utozenia cza-
steczek (linia przerywana - przejscia wzbronione, linia ciagla - przejscia dozwolone)

Zdarza sie jednak, ze po agregacji zwiazek wykazuje silna fluorescencje, a jego
pasmo absorpcji przesuwa sie batochromowo. Jedna z przyczyn takich zmian foto-
fizycznych moze by¢ geometria tworzacych sie agregatéw. Struktury te przyjeto sie
nazywac agregatami typu J, od nazwiska odkrywcy tego zjawiska, Edwina Jelleya
[83]. Najprostszym modelem agregatow sa dimery sktadajace sie z dwdch czasteczek
fluoroforéw. Jak przedstawiono na Rys. 2.7, najnizsza energie stanu wzbudzonego
maja uktady, w ktérych czasteczki utozone sa wzgledem siebie w konfiguracji ,,gtowa
do ogona”. Pierwsze teoretyczne rozwazania na temat opisanej geometrii zostaty
przeprowadzone przez Kashe i wspoétpracownikéw juz w latach 60. dwudziestego
wieku. Wynika z nich, ze wzajemne ulozenie czasteczek, w ktérych kat pomiedzy po-
szczegOlnymi plaszczyznami jest wiekszy niz 54,7°, prowadzi do utworzenia struktur
o nieemisyjnej naturze. Takie zachowanie jest szczegdlnie widoczne w przypadku
czasteczek z wewnatrzczasteczkowym przeniesieniem tadunku [64, 84].

W podrozdziale 2.4.1 oméwiono zachowanie czasteczek rozpuszczalnika po wzbu-
dzeniu czasteczki, polegajace na specyficznym orientowaniu sie dipoli rozpuszczal-
nika wzgledem wzbudzonej czasteczki. W przypadku agregatow, dipole sasiednich
czasteczek sa juz trwale zorientowane, jak w zamrozonej matrycy. Gdy w takim utoze-
niu bedzie dochodzi¢ do stabilizacji stanu wzbudzonego, ktéremu towarzyszy zmiana
momentu dipolowego, mozna spodziewac sie wystepowania zjawiska wzmocnienia
emisji indukowanego agregacja. Natomiast w przypadku, gdy ulozenie czasteczek nie
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sprzyja przejsciom ze zmiang momentu dipolowego, agregacja spowoduje wygaszenie
fluorescencji [85, 86].

Innym, niezwykle waznym mechanizmem proponowanym dla wyjasnienia zja-
wiska wzmacniania fluorescencji dzieki agregacji jest ograniczenie ruchéw odpo-
wiednich grup funkcyjnych w czasteczce barwnika (ang. Restriction of Intramolecular
Motion, RIM). W rozcieniczonych roztworach organiczne fluorofory czesto wykazuja
staba emisje ze wzgledu na bezpromieniste sciezki utraty energii, utatwione przez
ruchy wewnatrzczasteczkowe, takie jak rotacje i drgania. Jednakze gdy czasteczki
ulegajq agregacji lub krystalizuja, ich ruchy wewnatrzczasteczkowe zostaja ograni-
czone przez otoczenie. To geometryczne ograniczenie hamuje bezpromieniste Sciezki
dezaktywacji i prowadzi do emisji energii w postaci promieniowania, co objawia sie
znacznym wzrostem intensywnosci fluorescencji.
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ROZDZIAL 3

Struktury wybranych barwnikow
fluorescencyjnych i strategie ich
projektowania

Bogactwo matoczasteczkowych barwnikéw organicznych wynika z potrzeby do-
pasowania ich wlasciwosci fotofizycznych do ciegle rozwijajacych sie i nowych tech-
nologii. Dostrajanie wtasciwosci fotofizycznych takich jak potozenie pasma absorpcji,
fluorescencji, wydajnosci kwantowej i czasu zycia fluorescencji oraz wtasciwosci
fizykochemicznych (np. rozpuszczalnos¢, stabilno$¢ termiczna) opiera sie w zasadzie
na modyfikacjach strukturalnych niewielkiej liczby rdzeni fluorescencyjnych. To prag-
matyczne podejscie pozwolito wprowadzi¢ pewne uogdlnienia w relacji struktura—
wlasciwosci. Dzigki temu mozna znalez¢ liczne przykltady zastosowania barwnikéw
organicznych w bioobrazowaniu [87-91], laserach barwnikowych [92-95], czy urza-
dzeniach OLED [96-99]. Polaczenie klasycznych strategii projektowania struktury
czasteczek z nowoczesnymi osiagnieciami w metodach syntezy umozliwity gwattowny
wzrost liczby nowych fluoroforéw.

3.1 Barwniki fluorescencyjne - budowa i wlasciwosci

Na Rys. 3.1 przedstawiono wybrane motywy strukturalne, ktérych nazwy po-
wszechnie pojawiaja sie w opracowaniach dotyczacych fotofizyki zwigzkéw organicz-
nych [87]. Dla kazdej grupy zwiazkéw zaznaczono typowe potozenie pasma absorpcji
w zakresie spektralnym od 350 do 700 nm. Chinoliny, kumaryny i stilbeny to grupy
barwnikéw absorbujacych promieniowanie zwykle w zakresie ultrafioletu. Do pierw-
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szej grupy wymienionych zwiazkéw nalezy siarczan chinoliny, ktéry jest fotostabilny
i posiada wysoka wydajnos¢ kwantowa fluorescencji, dzieki czemu stosowany jest
jako standard do wzglednego wyznaczania wydajnosci kwantowej fluorescencji barw-
nikéw o podobnym potozeniu pasm absorpcji i fluorescencji [100, 101]. Inna grupa
zwiazkow o potozeniu maksimum absorpcji w zakresie UV sg kumaryny, ktére stano-
wig szeroka klase naturalnych produktéw, farmaceutykéw i fluoroforéw. Ze wzgledu
na silny efekt solwatochromowy, te pochodne czesto wykorzystywane sa do badan
zmian polarno$ci mikrosrodowiska [102, 103] lub do detekcji jonéw [104, 105].
Ciekawq klase zwigzkéw stanowia silbeny, ktére pod wptywem promieniowania moga
ulega¢ fotoizomeryzacji, zmieniajac konfiguracje wokét wigzania podwdjnego, co
znajduje zastosowanie w tzw. przelacznikach molekularnych [106-108].

Chinolina Stilben Ksanton BODIPY Cyjanina

Kumaryna Naftalimid Fluoresceina Rodamina Aza-BODIPY

Rys. 3.1: Wybrane rdzenie fluorescencyjne do zastosowan w bioobrazowaniu

Popularna grupe fluoroforéw absorbujacych promieniowanie w zakresie widzial-
nym stanowia naftalimidy. Odpowiednie modyfikacje strukturalne pozwalaja na
wykorzystanie tej grupy zwigzkow np. do selektywnego wykrywania metali ciezkich
w zywych komdrkach [109, 110]. Inne pochodne znajduja zastosowanie w bioobra-
zowaniu organelli komdrkowych takich jak mitochondria, aparaty Golgiego, czy
lizosomy [111].

Najpowszechniej stosowanymi fluoroforami sa pochodne ksantenu, do ktérych
nalezy fluoresceina i rodamina. Fluoresceina jest jednym z niewielu barwnikéw
dopuszczonych w diagnostyce medycznej. Stuzy do bioobrazowania naczyn krwiono-
snych dna oka [112, 113]. Analogiem fluoresceiny jest rodamina, w strukturze ktdrej
znajduja sie grupy aminowe o charakterze silnie elektronodonorowym, powodujace
batochromowe przesuniecie maksimum absorpcji. Pochodne rodaminy sa powszech-
nie stosowane w mikroskopii fluorescencyjnej np. do obrazowania mitochondriow
komorkowych [114, 115]. Barwniki te charakteryzujq sie¢ wysoka wydajnoscia kwan-
towa fluorescencji i biokompatybilnoscia.

Inng klasg zwiazkow o wysokiej wydajnosci kwantowej fluorescencji sa BODIPY,
ktérych pasmo absorpcyjne potozone jest powyzej 500 nm [116, 117]. Wydajnos¢
kwantowa fluorescencji powyzej 90% sprawia, ze zwiazki tej grupy znalazty po-
wszechne zastosowanie jako znaczniki fluorescencyjne biatek [118-120] i DNA [121].
Wadg tych barwnikéw jest jednak zwykle mate przesunigcie Stokesa, powodujace re-

18



3.1. Barwniki fluorescencyjne - budowa i wlasciwosci

absorpcje emitowanego promieniowania. Problem ten nie wystepuje, gdy atom wegla
W pozycji meso— zostanie zastapiony atomem azotu — mamy woéwczas do czynienia
z tzw. aza-BODIPY. Dzieki wprowadzeniu dodatkowych pierscieni aromatycznych
do ich struktury, ich absorpcja znacznie sie przesuwa, do ok. 650 — 700 nm [122,
123]. Wada tych barwnikow jest natomiast znaczny spadek wydajnosci kwantowej
fluorescencji w odniesieniu do BODIPY-6w [124]. Mimo to pojawiajg sie doniesie-
nia literaturowe o mozliwych aplikacjach w diagnostyce i leczeniu nowotwordw za
pomoca zwiazkéw z grupy aza-BODIPY [125, 126].

Kolejnym rdzeniem fluorescencyjnym, ktérego liczne modyfikacje znajduja poten-
cjalne zastosowanie, jest cyjanina. W zaleznosci od dtugosci mostka m-elektronowego
miedzy heterocyklicznymi uktadami, mozliwa jest zmiana potozenia pasma absorp-
cyjnego tych zwiazkow [127, 128]. Zielenl indocyjanowa stanowi przyktad zwiazku
fluorescencyjnego, ktéry powszechnie wykorzystywany jest w diagnostyce medyczne;j.
Jej iniekcja dozylna umozliwia obrazowanie naczyn krwionosnych w oku, sercu
i watrobie [129].

Ten krotki spis podstawowych platform strukturalnych barwnikéw fluorescencyj-
nych pokazuje ich ogromny potencjat aplikacyjny. Nalezy jednak wyraznie podkreslic¢,
ze w przypadku bioobrazowania nadal istnieje duze zapotrzebowanie na idealne
sondy fluorescencyjne do prowadzenia diagnostyki in vivo. Gléwng przeszkoda w uzy-
ciu wiekszosci z wyzej wymienionych zwigzkéw jest potozenie maksimum absorpcji,
ograniczona selektywno$¢ i toksycznos¢. W celu unikniecia silnej absorpcji promie-
niowania wzbudzajacego przez tkanki i autofluorescencji komoérek konieczne jest
przesuniecie maksimum absorpcji sond fluorescencyjnych ku czerwieni. Oznacza
to, ze potozenie maksimum absorpcji barwnika powinno miesci¢ sie w tzw. oknie
biologicznym, czyli w zakresie od 650 do 1000 nm [130]. Jest to mozliwe do osia-
gniecia przez racjonalnie zaplanowane modyfikacje strukturalne zwiekszajace liczbe
elektronéw 7 w ukladzie sprzezonym, co jednak moze obnizy¢ wydajno$¢ kwantowa
fluorescencji. Innym rozwigzaniem jest wykorzystanie barwnikéw zdolnych do ab-
sorpcji dwufotonowej [131-133]. Do wzbudzenia takiej czasteczki wymagana jest
energia fotonéw o dwukrotnie mniejszej energii niz przy wzbudzeniu jednofotono-
wym. Barwniki, ktére mozna wzbudzi¢ dwufotonowo powszechnie wykorzystuje sie
w mikroskopii dwufotonowej. W przypadku ograniczen wynikajacych z selektywnosci
i toksycznosci konieczna jest synteza barwnikow, ktorych wtasciwosci fotofizyczne
(wydajnos¢ kwantowa fluorescencji, polozenie pasma emisji) silnie zaleza od mikro-
srodowiska (lepkosci, polarnosci, pH), w ktérym czasteczka sie znajduje. Powoduje
to zmniejszenie stezenia barwnika wymaganego do uzyskania dobrej jakosci obrazu.
Wszystkie te warunki moga zosta¢ spetnione dla zwigzkéw z wewnatrzczastecz-
kowym przeniesieniem fadunku [134], ktoérych przyklady zostaly przedstawione
ponize;j.

3.1.1 Fluorofory z wewnatrzczasteczkowym przeniesieniem ladunku

Zmiany momentéw dipolowych podczas wzbudzenia elektronowego sa kluczo-
wym czynnikiem wplywajacym na wtasciwosci fotofizyczne barwnikéw fluorescen-
cyjnych. Momenty dipolowe sq determinowane przede wszystkim przez redystry-
bucje tadunku w wyniku wzbudzenia i czesto wynikajaca z tego zmiane geometrii
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czasteczki. Zmiany momentéw dipolowych sg szczegdlnie istotne w przypadku po-
budzenia czasteczki ze stanu podstawowego do stanu wzbudzonego wykazujacego
wewnatrzczasteczkowe przeniesienie fadunku. Aby zakwalifikowac barwnik do grupy
ICT, w czasteczce trzeba méc wyrdzni¢ dwie czesci: donor (np. —NMes, —OCH3)
i akceptor (np. —CF3, —CN) elektronéw. Wzbudzenie takiego ukladu powoduje
niemal natychmiastowg zmiane momentu dipolowego. Mozna to zobrazowa¢ na
przyktadzie aniliny, nitrobenzenu i 4-nitroaniliny analizujac, jak r6zni sie moment
dipolowy czasteczki w stanie podstawowym i wzbudzonym. Obecnos$¢ silnego donora
elektronéw w anilinie powoduje niewielkie zmiany momentu dipolowego czasteczki
podczas wzbudzenia, Ay = 0.84 D. W przypadku nitrobenzenu réznica momentéw
dipolowych wynosi 2.37 D. Jednak najwigksza roznica, Ay = 1, — j1, uzyskana jest
dla 4-nitroaniliny i wynosi 6.62 D [135]. W przypadku ostatniej czasteczki, zmiana
rozktadu fadunku miedzy stanem podstawowym i wzbudzonym jest na tyle duza,
ze mozemy méwic o typowym przejsciu elektronowym zwiazanym z wewnatrzcza-
steczkowym przeniesieniem tadunku. Co ciekawe, w izomerach 2- i 3-nitroaniliny
charakter ICT stanu wzbudzonego nie powoduje tak wyraznych zmian momentu
dipolowego. Pokazuje to, ze potozenie podstawnikéw ma istotny wptyw na rozktad
tadunku w stanach wzbudzonych.

Szczegdélnym przypadkiem przej$¢ zwiazanych z przeniesieniem tadunku jest
sytuacja, gdy stan wzbudzony lokalnie (ang. Locally Excited, LE) nie osigga stanu
rownowagi z otaczajacymi czasteczkami rozpuszczalnika, jesli te sa polarne. W tej
sytuacji moze nastepowac rotacja fragmentow czasteczki prowadzaca do ustalenia
stanu réwnowagi miedzy czasteczka i powtoka solwatacyjna.
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Rys. 3.2: Schemat Jabtonskiego dla barwnikéw TICT ze wskazaniem mozliwych
przej$¢ promienistych oraz wizualizacja widm emisyjnych DMABN w zaleznosci od
rozpuszczalnika

Typowym omawianym przyktadem zwiazku wykazujacego ICT jest 4-N,N-dimety-
loaminobenzonitryl (DMABN) [136-138]. W stanie podstawowym czasteczka jest
prawie ptaska, co odpowiada maksymalnemu sprzezeniu pomiedzy grupg —NMe,,
a pierscieniem fenylowym. Po wzbudzeniu nastepuje skrecenie grupy dimetyloamino-
wej 0 90°, co powoduje relaksacje rozpuszczalnika. W powstatym skreconym stanie
czasteczki z wewnatrzczasteczkowym przeniesiem tadunku (ang. Twisted Intramolecu-
lar Charge Transfer, TICT) nastepuje catkowite rozdzielenie tadunku pomiedzy grupa
dimetyloaminowa i reszta czasteczki. Stan ten jest stabilizowany przez czasteczki
polarnego rozpuszczalnika. W zwigzku z tym obserwujemy dwa pasma fluorescencji
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w rozpuszczalnikach polarnych: jedno wynikajace z emisji ze stanu LE, oraz dru-
gie — batochromowo przesuniete pasmo emisyjne, odpowiadajace emisji ze stanu
TICT[139, 140]. Podwdjna fluorescencja i skrecenie pod katem prostym (wymagane
do pelnego rozdzielenia tadunkéw czastkowych) sg stosunkowo rzadko spotykane,
jednak mniejsza rotacja odpowiednich fragmentéw czasteczki, towarzyszaca relak-
sacji rozpuszczalnika, zachodzi w wielu fluoroforach [141]. W licznych zwigzkach
wykazujacych TICT przejscia promieniste pochodza gltéwnie ze stanu LE, a jednocze-
S$nie za przejscia bezpromieniste odpowiada gléwnie stan TICT, poniewaz przejscie
z tego stanu jest zwykle wzbronione. Oznacza to, ze w wiekszos$ci przypadkéw ro-
tacja wokot wigzania pojedynczego moze prowadzi¢ do bezpromienistych przejs¢
elektronowych. Przykladem takiego zwiazku jest Tioflawina T. W roztworze wodnym
Tioflawina T (ThT) wykazuje niska wydajnos¢ kwantowa fluorescencji. W lepkim
srodowisku nastepuje wzrost fluorescencji ThT, wynikajacy z zachodzenia procesu
promienistego szybszego niz odpowiednie procesy bezpromieniste. Wtasciwos¢ ta
zostala wykorzystana w bioobrazowaniu ztogéw amyloidowych: czasteczka barwnika
lokujaca sie w strukturze biatka zostaje unieruchomiona, co pozwala na identyfi-
kacje konkretnych struktur biatkowych dzieki wyraznemu wzrostowi fluorescencji
prébki. Czesto w literaturze takie zwiazki, posiadajace grupe akceptorowa/donorowa
rozdzielone wiazaniem pojedynczym, okresla sie mianem rotorow molekularnych
(ang. molecular rotors), pod warunkiem udowodnienia wptywu rotacji na wlasciwosci
emisyjne.

3.2 Strategie projektowania fluoroforow

W tym rozdziale przedstawione zostang wybrane strategie pozwalajace otrzymy-
wac nowe fluorofory o okreslonych wlasciwosciach fotofizycznych. Przed rozpocze-
ciem projektowania barwnika nalezy odpowiedzie¢ na zasadnicze pytanie: jakie wila-
sciwosci sa potrzebne? W ogdlnosci nalezy pamietac, ze nie same zoptymalizowane
wiasciwosci fotofizyczne czasteczki gwarantuja mozliwos¢ jej stosowania w bioobra-
zowaniu — nalezy takze bra¢ pod uwage rozpuszczalnosc, hydrofilowos¢, toksycznosé
i inne cechy badanych zwiazkéw. Z punktu widzenia praktycznego zastosowania
np. w mikroskopii fluorescencyjnej, w celu zapewnienia odpowiedniego obrazu pod
mikroskopem, barwnik musi wnikna¢ do odpowiedniej struktury biologicznej, a na-
stepnie zmieni¢ swoje wlasciwosci optyczne ze wzgledu na lokalne $srodowisko [142].
Inne strategie projektowania sond fluorescencyjnych obejmuja czasteczki, ktére pod
wplywem sktadnikéw srodowiska ulegaja przemianom chemicznym powodujacym
pojawienie sie fluorescencji. Kolejna strategia polega na chemicznym przytaczeniu
wydajnie emitujacego fluoroforu do bioczasteczki (DNA, przeciwciata, biatka), ktéra
z kolei selektywnie trafia do obrazowanego miejsca [143-146]. Jednak do celow
niniejszej rozprawy organiczmy rozwazania wytacznie do zagadnien fotofizycznych.
W oparciu o dostepne opracowania mozliwe jest zebranie pewnych zasad projek-
towania barwnikéw fluorescencyjnych o wtasciwosciach dopasowanych do potrzeb
aplikacyjnych. Nastepnie synteza i badanie wtasciwosci takich zwigzkéw pozwalaja
na weryfikacje postawionej hipotezy oraz wprowadzenia uogdlnien, co nie zawsze
jest zbiezne z intuicja chemiczna.
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W podrozdziale 2.3 stwierdzono, ze dtugos¢ fali w maksimum absorpcji i emi-
sji oraz czas zycia i wydajnos¢ kwantowa fluorescencji to najwazniejsze wtasciwo-
sci charakteryzujace barwniki fluorescencyjne w danym srodowisku. Zmiany tych
wlasciwosci w stosunku do niezmodyfikowanego rdzenia fluorescencyjnego mozna
uzyska¢, miedzy innymi, poprzez benzoannulacje, wydtuzenie uktadu zdelokalizowa-
nych wigzan 7 czy wprowadzenie do struktury barwnikéw podstawnikéw o réznych
whasciwosciach elektronowych.

3.2.1 Benzoannulacja

Benzoannulacja to wprowadzenie dodatkowych pierscieni aromatycznych do
rdzenia fluorescencyjnego w celu powiekszenia sprzezenia w-elektronowego. W wy-
niku tego zabiegu zwykle dochodzi do przesuniecia maksimum absorpcji i emisji
w strone nizszych energii. Te prosta regute mozna zilustrowac za pomoca wielopier-
scieniowych weglowodoréw aromatycznych. W szeregu naftalen, antracen, naftacen,
pentacen, wraz z iloscia sprzezonych pierscieni aromatycznych, zmniejsza sie energia
miedzy stanem podstawowym a pierwszym stanem wzbudzonym tych czasteczek.
Zatem czasteczki te emitujq odpowiednio promieniowanie ultrafioletowe, odpowia-
dajace barwie fioletowej, zielonej i czerwonej. Z wyjatkiem naftalenu, wymienione
zwiazki wykazuja stosunkowo wysoka wydajnos¢ kwantowa fluorescencji [147].

W literaturze mozna znalez¢ liczne przyktady stosowania benzoannulacji i wynika-
jace z niej batochromowe zmiany potozenia pasm absorpcji i fluorescencji. Nie zawsze
jednak zabieg taki jest efektywny, ze wzgledu na zmiane poziomdéw energetycznych
stanow trypletowych, umozliwiajacych przejscia bezpromieniste.

FF
1
A2bs — 500 nm A2bs — 600 nm
Ak = 510 nm ASmg = 609 nm

Rys. 3.3: Przyktad fluoroforéw typu BODIPY z dodatkowymi, sprzezonymi, pierscie-
niami

Wplyw benzoannulacji na wtasciwosci fotofizyczne czasteczek ilustruje przyktad
serii pochodnych BODIPY z Rys. 3.3. Dla zwiazku 1 mozna wprowadzi¢ dodatkowe
pierscienie aromatyczne w pozycji [a], otrzymujac zwigzek 2, albo [b], co prowadzi
do zwiazku 3 [148]. Zwiazek 1 wykazuje wysoka wydajnos¢ kwantows fluorescencji
i dtugosc fali w maksimum absorpcji w THF wynoszaca 500 nm [149]. Dodatkowe
dwa pierScienie w strukturze zwiazku w pozycji [a] powoduja przesuniecie maksi-
mum absorpcji o 100 nm. Podobng zmiane mozna zauwazy¢ dla maksimum emisji
mierzonej w tetrahydrofuranie (609 vs 510 nm) [150]. Istotna réznica w tej serii
czasteczek widoczna jest w przypadku wydajnosci kwantowej fluorescencji. Zwiazek
2 wykazuje blisko dwukrotnie wieksza wydajnos¢ kwantowa fluorescencji w sto-
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sunku do zwigzku 1: wynosza one odpowiednio 99 i 56%. Wynika to z usztywnienia
struktury przez wprowadzenie dodatkowych pierscieni aromatycznych. Ponadto,
pierscien aromatyczny CgHs— w pozycji meso— moze mie¢ wiekszg swobode obrotu
w czasteczce 1 niz w 2. Niewielka zmiana strukturalna zwiazana z obecnoscia dodat-
kowych pierscieni aromatycznych w pozycji [b] zwiazku 3 powoduje batochromowe
przesuniecie maksimum absorpcji o 58 nm wzgledem zwiagzku 1, jednak catkowi-
cie wygaszona zostaje fluorescencja tego barwnika. Wyniki obliczen wskazuja, ze
taki uktad pierscieni wykazuje silne sprzezenie spin-orbita, umozliwiajac przejscia
miedzysystemowe, a nastepnie bezpromienistg konwersje do stanu podstawowego
[151].

S S
YO Ly
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AZbs = 402 nm AZbS = 424 nm
A= 454 nm Aax = 469 nm

Rys. 3.4: Difluorobory (BF2) z rdzeniem fluorescencyjnym opartym na tiazolu i ben-
zotiazolu

Kolejnego przyktadu zmian wtasciwosci fotofizycznych zwigzanych z obecnoscia
dodatkowego, skumulowanego, pierScienia aromatycznego w czasteczce dostarczajag
pochodne tiazolu (zwiazek 4) i benzotiazolu (zwiazek 5), przedstawione na Rys.
3.4. Dla tych czasteczek benzoannulacja powoduje przesuniecie maksimum pasma
absorpcyjnego z 402 do 424 nm w THF. Podobne przesunigcie mozna zaobserwowac
w przypadku maksimum emisji zwigzkéw 4 i 5 — wynosi ono 15 nm. Wydajnos¢
kwantowa fluorescencji dla obu barwnikéw jest wysoka w THF, jednak istotnie
zmniejsza sie w rozpuszczalnikach o duzej polarnosci: w acetonitrylu wynosi 10
i 17% odpowiednio dla zwiazku 4 i 5 [152, 153]. Na podstawie przedstawionych
wynikéw mozna stwierdzi¢, ze dla tych czasteczek benzoannulacja nie zmienia
istotnie charakteru ICT przej$¢ elektronowych.

W literaturze mozna znalez¢ réwniez przyktady zwiazkéw o réznym miejscu poto-
zenia dodatkowych pierscieni aromatycznych w rdzeniu fluorescencyjnym czasteczki.
Zwiazki przedstawione na Rys. 3.5, podobnie jak struktury 4 i 5, naleza do klasy
difluoroboranéw. Zwiazek 6 zawiera pierscien pirydynowy, co w przypadku benzo-
annulacji prowadzi do otrzymania pochodnej izochinolinowej 7 oraz chinolinowej
8. Dodanie dwdch dodatkowych pierscieni aromatycznych jednoczesnie prowadzi
do pochodnej fenantrydynowej 9. Dla przedstawionych struktur poréwnano wta-
sciwosci fotofizyczne w chloroformie. Mozna zauwazy¢, ze dodatkowe pierscienie
aromatyczne wplywaja na potozenie maksimum absorpcji i fluorescencji, przesuwa-
jac je batochromowo. Maksimum absorpcji dla pochodnej pirydynowej 6 wynosi
426 nm. Benzoannulacja ,,pojedyncza” powoduje przesuniecie maksimum absorpcji
040 i 51 nm odpowiednio dla pochodnych 7 i 8. Dla pochodnej fenantrydynowej 9
dtugos¢ fali w maksimum absorpcji wynosi 483 nm, czyli o 57 nm wiecej niz dla po-
chodnej 6. Podobne zmiany mozna zaobserwowac¢ w przypadku potozenia maksimum
emisji. W zwiazku z usztywnieniem czasteczek spowodowanym benzoannulacja, wy-
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dajnos¢ kwantowa fluorescencji pochodnych 7, 8, 9 wzrosta chloroformie wzgledem
struktury 6. Przesuniecie Stokesa dla tych struktur maleje w szeregu pochodnych od
izochinolinowej i chinolinowej do fenantrydynowej. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze efekt
podwdjnej benzoannulacji nie jest prosta sumag efektéw , pojedynczych” obserwowa-
nych w przedstawionej serii zwigzkéow, zwlaszcza dla whasciwosci emisyjnych [35,
154].

AZDS = 426 nm AZPS, = 466 nm AbS = 477 nm A2bs — 483 nm
Amax= 490 nm Amax= 512 nm ASM =521 nm ASM =521 nm
Pr =71% Dp =T74% & = 86% & = 81%

Rys. 3.5: Przyklady benzoannulacji w difluoroborach

Benzoannulacja jest dobrym sposobem na modyfikacje wlasciwosci fotofizycznych
takich jak potozenie pasm absorpcji i emisji, jednak obecnos¢ dodatkowych uktadéw
m-elektronowych moze zmienia¢ mozliwe drogi powrotu wzbudzonej czasteczki do
stanu podstawowego. W przypadku, gdy struktura barwnika jest ptaska, obecnos¢
dodatkowych pierscieni aromatycznych w strukturze stwarza mozliwosci tatwej
agregacji przy stosunkowo niskich stezeniach, czego wynikiem moze by¢ obnizenie
lub catkowite wygaszenie emisji (ACQ).

3.2.2 Mostek m-elektronowy

Wydhuzenie sprzezonego uktadu przez dodanie odpowiednich mostkow zawiera-
jacych elektrony 7 jest kolejna strategia szeroko stosowang w projektowaniu sond
fluorescencyjnych. Podobnie jak w przypadku benzoannulacji, taki mostek moze
znaczaco wplywa¢ na wihasciwosci fotofizyczne barwnikéw. Juz w latach 40. ubie-
glego wieku pojawiatly sie prace teoretyczne opisujace, jak dtugos¢ sprzezonego
uktadu elektronéw 7 wplywa na absorpcje promieniowania elektromagnetycznego
[155]. Przykladem mostkéw m-elektronowych moga by¢ wigzania podwdéjne, po-
tréjne lub pierscienie aromatyczne potaczone wigzaniami pojedynczymi z kolejnymi
fragmentami barwnika. Takimi elementami struktury fluoroforéw moga by¢ réwniez
pierscienie heterocykliczne lub inne, bardziej rozbudowane uktady.
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ASR = 667 nm AS =777 nm

Rys. 3.6: Barwniki cyjaninowe o réznej dlugosci mostka r-elektronowego w strukturze
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Barwniki cyjaninowe sq doskonatla platforma do testowania wptywu wielkosci
sprzezonego ukladu elektronoéw 7 na wilasciwosci fotofizyczne barwnikéw. W struktu-
rze tych czasteczek dwie grupy indolowe potaczone sa ze soba mostkiem ze sprzezo-
nych wiazan podwdjnych. W zaleznosci od liczby wigzan podwdéjnych w ukladzie,
mozliwe jest kontrolowane dostrajanie potozenia maksimum absorpcji i fluorescencji.
Przyjmuje sie, ze kazde dodatkowe wigzanie podwdéjne w tych uktadach przesuwa
maksimum absorpcji nawet o 100 nm [156]. Na Rys. 3.6 przedstawiono przyktad
takich zmian fotofizycznych dla dwéch zwiazkéw 10 i 11. Cyjanina 10, o mostku
zbudowanym z trzech jednostek metinowych, wykazuje maksimum absorpcji przy dtu-
gosci fali 650 nm, natomiast 11, z mostkiem zawierajacym cztery wigzania podwdjne,
przy dtugosci fali 750 nm (zmierzone w buforze fosforanowym, PBS). Poniewaz
symetryczne barwniki cyjaninowe wykazuja stosunkowo mate przesuniecie Stokesa,
zmiana potozenia maksimum emisji dla omawianych przyktadéw przy wydtuzaniu
sprzezonego uktadu wigzan 7 jest podobna, jak dla pasm absorpcyjnych [157]. Wy-
dtuzenie mostka m-elektronowego pomiedzy dwiema grupami indolowymi powoduje
natomiast spadek wydajno$ci kwantowej fluorescencji w PBS z 27 do 2% odpowied-
nio w barwnikach 10 i 11. Podobne zachowanie mozna zaobserwowa¢ dla innych
barwnikéw cyjaninowych [158].

12 (ThT)
A2bs =423 nm Ag?asx =531 nm ;\g?;x = 595 nm
ASmy= 492 nm Asme= 600 nm AS = 714 nm
o =16% S =75% dp =51%

Rys. 3.7: Tioflawina T i jej pochodne z réznaq liczbg grup metinowych

Modyfikacja ilo$ci grup metinowych pomiedzy grupa donorowa i akceptorowa
w czasteczkach wykazujacych wewnatrzczasteczkowe przeniesienie tadunku umoz-
liwia réwniez zwiekszenie czutosci barwnikéw na zmiany lepkosci roztworu. Takie
podejscie zaproponowano dla Tioflawiny T (12), dla ktdrej otrzymano pochodne
z jednym (13) i dwoma (14) wigzaniami podwdjnymi miedzy donorem (-NMe,) i ak-
ceptorem (benzotiazolem). Na Rys. 3.7 zestawiono badane struktury wraz z danymi
fotofizycznymi zmierzonymi dla ich roztworéw w glicerynie. Dtugos¢ fali w mak-
simum absorpcji w lepkim rozpuszczalniku zmienia sie o 108 nm dla zwigzku 13
w stosunku do ThT (12). Réznica A\%* miedzy 13 a 14 wynosi 64 nm. Wydajno$¢
kwantowa fluorescencji dla tych barwnikéw rosnie w szeregu 12, 14, 13 i wynosi
odpowiednio 16, 51 i 75%. W tej samej kolejnosci maleje przesuniecie Stokesa. Przed-
stawione na Rys. 3.7 fluorofory wykazuja bardzo matla intensywnos$¢ fluorescencji
w metanolu i dioksanie. Dopiero w lepkim osrodku mozliwe jest promieniste przejscie
do stanu podstawowego, bez rotacji i towarzyszacym jej przejsciom bezpromienistym
[159], co wskazuje na charakter TICT tych zwigzkow.

Podobne zmiany wtasciwosci fotofizycznych mozna zaobserwowaé w przypadku
barwnikéw zawierajacych grupe BF,. W serii zwigzkow od 15 do 17 pojawienie sie
wigzan podwoéjnych miedzy donorem elektronéw a ich akceptorem powoduje zmiane
dtugosci fali w maksimum absorpcji, wyznaczonej w chloroformie, z 404 nm do 442
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Rys. 3.8: Difluorobory z mostkami 7-elektronowymi o réznej dtugosci

i 461 nm odpowiednio dla czasteczek 15, 16 i 17. Przesuniecie Stokesa w przypadku
tych zwiazkéw koreluje z liczba elektronéw w mostku 7-elektronowym. Dla badanych
fluoroforéw zmierzono réwniez wydajnosci kwantowe fluorescencji. W omawianym
szeregu, zwigzek 15 charakteryzowat sie najwyzsza wydajnoscig kwantowg fluore-
scencji, podczas gdy dla 16 zaobserwowano wartos¢ znacznie nizsza, 19%. Najnizsza
wydajnosci kwantowq fluorescencji posiadat zwigzek 17. W tym przypadku widac
wyraznie, ze wydtuzenie tacznika 7-elektronowego miedzy donorem i akceptorem,
powoduje przewidywalne zmiany w widmach absorpcji i emisji. Dodatkowo dla
barwnika 17 zaobserwowano najwieksza wrazliwos¢ na zmiany polarnosci rozpusz-
czalnika: maksimum fluorescencji przesuwato sie batochromowo o 128 nm wraz
ze wzrostem polarnos$ci, porownujac widma zarejestrowane w metylocykloheksanie
i dimetyloformamidzie [160].

3.2.3 Rola podstawnika

Podstawienie fluoroforéw grupami funkcyjnymi moze by¢ podyktowane wieloma
wzgledami. Niektdre grupy poprawiaja rozpuszczalnos¢ w wodzie (np. -SO3sNa, —
COONa), inne powoduja, ze barwniki sa czute na zmiany pH (np. -OH, -NH>), za$
podstawniki o duzych rozmiarach moga uniemozliwia¢ wygaszenie fluorescencji
pod wplywem agregacji, zapobiegajac nadmiernemu zblizaniu sie czasteczek do
siebie (-tBu, —CPhgs). Nalezy pamieta¢, ze funkcjonalizowanie rdzeni fluorescencyj-
nych wplywa na strukture elektronowa czasteczki, co daje efekt w postaci zmiany
wiasciwosci fotofizycznych.

Podstawienie grupami silnie donorowymi w czasteczkach weglowodoréw aroma-
tycznych wywoluje szereg zmian w ich wtasciwosciach spektralnych. Dzieki efektowi
rezonansowemu, wolne pary elektronowe atomu azotu grupy aminowe;j i tlenu grupy
hydroksylowej sprzegaja sie ze zdelokalizowanymi elektronami 7. W zwiazku z tym
obserwuje si¢ wzrost molowego wspotczynnika absorpcji i batochromowe przesunie-
cie zaréwno widm absorpcji, jak i fluorescencji. Dodatkowo zmienia si¢ ksztatt pasm,
ktére ulegajq poszerzeniu i tracg strukture wibracyjna w poréwnaniu z widmami
niepodstawionych zwiazkéw. Wynika to z silnego efektu wewnatrzczasteczkowego
przeniesienia fadunku. Zwiazki posiadajace podstawniki donorowe zwykle posiadajq
wysokie wydajnosci kwantowe fluorescencji i wykazuja znaczne zmiany intensywno-
sci fluorescencji wraz ze zmiang polarnosci rozpuszczalnika. W zwiazku z tym, grupa
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aminowa czesto jest podstawnikiem pierwszego wyboru w projektowaniu nowych
sond fluorescencyjnych.

Dla pochodnych zawierajacych grupy elektronoakceptorowe, takie jak grupa ni-
trowa lub karbonylowa, na opis przemian fotofizycznych wptywa wiele czynnikow.
Ogdlnie przyjmuje sie, ze obecnos¢ grupy -NO, w strukturze zwiazkéw wygasza ich
fluorescencje [161]. Stany wzbudzone ©m — 7* oraz n — 7* o réznej multipletowosci
w pochodnych nitrowych moga posiadac¢ zblizone energie, co bedzie sprzyjato przej-
sciom miedzysystemowym i wygaszeniu emisji. Dodatkowo, rotacja grupy nitrowej
wokoét wigzania wegiel-azot moze prowadzi¢ do powstawania przecie¢ stozkowych
miedzy stanami wzbudzonymi a stanem podstawowym [161], otwierajac kolejng
sciezke bezpromienistej dezaktywacji.

Do interpretacji wplywu podstawnika na witasciwosci fotofizyczne barwnikéw
fluorescencyjnych przydatna okazuje sie stala Hammetta, ktéra poczatkowo stu-
zyta do wyznaczenia wpltywu podstawnika na szybkos¢ reakcji chemicznych [162].
Przy uporzadkowanych badaniach czasteczek o systematycznie zmieniajacych sie
podstawnikach w rdzeniu fluorescencyjnym mozna zaobserwowac, ze zmiany fotofi-
zyczne koreluja ze statg podstawnikowa opisujaca charakter donorowo—akceptorowy
odpowiednich grup. Przyktadem takiej zaleznosci jest liniowa zmiany wydajnosci
kwantowej fluorescencji dla barwnikéw zawierajacych w swojej strukturze chinoline.
Dla czasteczki posiadajacej w strukturze donor elektronéw, grupe —-NMe,, wydajnosé¢
kwantowa fluorescencji jest wysoka i wynosi 96%. Najnizszg wartos$¢, ®p = 37%,
wykazuje zwiazek z podstawnikiem o charakterze akceptorowym, —CF3. Na Rys. 3.9
wykreslono zmiany wydajnosci kwantowej fluorescencji w calej serii zwiazkow wraz
ze zmiang wartosSci statej Hammetta o. Uzyskany wspotczynnik korelacji miedzy
tymi wielkoéciami wynosi R2=0.90 [163]. Réwnie dobry wynik korelacji z stata
podstawnikowgq wykazuja state szybkosci przej$¢ bezpromienistych k,,,-: tu wspdtczyn-
nik korelacji jest wiekszy niz 0.90, natomiast w przypadku statych szybkosci przejs$¢
promienistych nie ma wyrazniej zaleznosci ze stalag podstawnikowa. Stad mozna
wysnu¢ wniosek, ze wydajnos¢ kwantowa fluorescencji jest Scisle zalezna od sumy
efektéw prowadzacych do przejs¢ bezpromienistych.

100
4-NMe,
LA
.......... 4-Me
.......... Y
3Me e,
o 4-Br
" ... ° 3-Br
Te,
3-F o
R? =0.8955 4-CFy
20
0.9 0.7 0.5 0.3 0.1 0.1 0.3 05
o]

Rys. 3.9: Zalezno$¢ wydajnosci kwantowej fluorescencji ®» barwnikéw o réznych
podstawnikach w pierscieniu fenylowym od statej Hammetta o

W innej serii barwnikéw fluorescencyjnych, zawierajacych uktad triazapentalenu,
to dtugos¢ fali w maksimum emisji, mieszczaca sie¢ w przedziale od 413 do 556 nm,
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koreluje ze stala Hammetta. W tym przypadku najnizsza warto$¢ odpowiedniej
dtugosci fali otrzymano dla pochodnej podstawionej grupa —-OMe, a najwyzszg dla
pochodnej nitrowej (Rys. 3.10). W przypadku tych pochodnych nie zauwazono
liniowej zaleznosci wydajnosci kwantowej fluorescencji od statej Hammetta [164].
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Rys. 3.10: Zalezno$¢ dtugosci fali w maksimum emisji barwnikéw o réznych podstaw-
nikach w pierscieniu fenylowym od statej Hammetta o

Przedstawione przyklady wskazuja mozliwe sposoby manipulowania wybranymi
wlasciwosciami fotofizycznymi poprzez niewielkie zmiany strukturalne. Niestety
nie zawsze zaleznosci tego rodzaju wystepuja, a nawet gdy pojawia sie zadowala-
jaca korelacja, nie musi obejmowac wszystkich danych fotofizycznych. Pokazuje to,
ze konieczne jest kontynuowanie badan zwigzanych z wplywem podstawnika na
wlasciwosci fotofizyczne barwnikéw fluorescencyjnych.
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ROZDZIAL I

Cel i metodologia badan

4.1 Cel pracy

Punktem wyjscia do projektowania fluoroforéw w ramach niniejszej rozprawy
jest struktura Tioflawiny T (ThT, Rys. 3.7), najczesciej stosowanego barwnika flu-
orescencyjnego, wigzacego sie z amyloidami [165]. Tioflawina T nalezy do rotorow
molekularnych, w ktérych podstawnik N,N-dimetyloaminowy przylaczony jest do
pierscienia fenylowego, a po jego przeciwnej stronie znajduje sie heterocykliczny
uktad benzotiazolu, pelniacego role akceptora elektronéw. Obecno$¢ wigzania poje-
dynczego C-C taczacego rdzen heterocykliczny z pierscieniem fenylowym umozliwia
swobodna rotacje fragmentéw czasteczki wzgledem siebie. To powoduje wrazliwosc¢
tego ukladu na lepkos¢ i polarnos¢ srodowiska, co jest kluczowe w przypadku jego
potencjalnych zastosowan do detekcji ztogéw biatkowych. Niestety, wykorzystanie
Tioflawiny T in vivo jest ograniczone ze wzgledu na dtugos¢ fali absorpcji wynoszacej
412 nm w roztworze [166] oraz 438 nm po zwigzaniu z amyloidami. Dzieje si¢ tak
poniewaz tkanki zwierzece nie sa transparentne dla promieniowania w tym zakresie
dtugosci fal.

W celu poprawienia wtasciwosci fotofizycznych Tioflawiny T z jednoczesnym za-
chowaniem jej zalet, zmodyfikowano strukture do niej zblizona poprzez usztywnienie
czasteczki za pomoca znanego fragmentu charakterystycznego dla fluoroforéw wyka-
zujacych wysoka wydajnos¢ kwantowa fluorescencji: grupy BF,. Grupa ta, obecna
w strukturze barwnikéw typu BODIPY, ma takze charakter akceptora elektronéw.
Niestety, istotng wadq barwnikéw z rodziny BODIPY jest male przesuniecie Stokesa
(5 - 15 nm), co ogranicza ich wykorzystanie w bioobrazowaniu z powodu mozliwej re-
absorpcji emitowanego promieniowania [167]. Zatem dla potencjalnych zastosowan
biomedycznych, niezbedne jest zaproponowanie dalszych modyfikacji strukturalnych
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fluoroforéw w celu otrzymania ukladéw absorbujacych promieniowanie powyzej
400 nm, ktére przy zachowaniu wysokiej wydajnosci kwantowej fluorescencji beda
wykazywaly jednoczesnie duze przesuniecie Stokesa.

Badania przedstawione w kolejnych czesciach rozprawy majq stanowi¢ weryfika-
cje nastepujacej hipotezy: za pomocg odpowiednich gmian struktury czgsteczki chemicz-
nej mozliwe jest modyfikowanie wtasciwosci fotofizycznych barwnikéw fluorescencyjnych
znajdujqcych sie w Srodowisku o rézniej polarnosci i lepkosci oraz optymalizacja budowy
szkieletu barwnika fluorescencyjnego, opartego o strukture Tioflawiny T, wprowadza
nowe mogliwosci stosowania barwnikow zawierajqcych fragment benzotiazolowy w bio-
obrazowaniu.

Dla uzyskania odpowiedzi na tak postawione pytania sformutowano nastepujace
szczegotowe cele badawcze:

1. Ocena wplywu podstawnikéw wprowadzanych do struktury fluoroforéw na
whasciwosci fotofizyczne barwnikow.

2. Zbadanie wplywu lepkosci i polarnosci wybranych rozpuszczalnikéw na witasci-
wosci fotofizyczne zaprojektowanych zwiazkéw.

3. Weryfikacja wptywu agregacji fluoroforéw na ich wtasciwosci fotofizyczne.

4. Uogdlnienie uzyskanych wynikow poprzez skorelowanie struktury chemicznej
fluoroforéw z ich wlasciwosciami fotofizycznymi i zaproponowanie mechani-
zmow wyjasniajacych obserwowane eksperymentalnie zjawiska.

5. Ocena przydatnosci otrzymanych barwnikéw do zastosowan zwigzanych z de-
tekcja ztogéw amyloidowych.

Realizacji tych celdw stluzyly nastepujace zadania badawcze:
» Zaprojektowanie struktury barwnikow na podstawie danych literaturowych.

* Synteza trzech serii fluoroforéw organicznych z podstawnikami o zréznicowa-
nych wlasciwosciach donorowo-akceptorowych i wielkosci.

* Wykonanie pomiaréw fotofizycznych dla badanych serii barwnikéw w rozpusz-
czalnikach o rdéznej polarnosci i ich mieszaninach.

* Wykonanie analogicznych pomiaréw fotofizycznych dla wybranych barwnikéw
w roztworach o réznej lepkosci.

* Analiza zmian wlasciwosci fotofizycznych badanych zwiazkéw pod wpltywem
agregacji w polaczeniu z rodzajem obecnego w strukturze podstawnika.

4.2 Metodologia

4.2.1 Synteza i charakterystyka zwiazkow

Dla utatwienia identyfikacji dyskutowanych w tekscie niniejszej pracy czasteczek,
stosowane beda akronimy o ogélnym zapisie RBtR’, jednoznacznie odwotujace sie
do struktury czasteczki, gdzie R wskazuje na podstawnik w czesci heterocyklicznej
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Rys. 4.1: Ogdlna struktura badanych zwiazkéw wraz z listg podstawnikow w kazdej
z serii

(benzotiazolu, Bt), a R’ jest podstawnikiem znajdujacym sie w pierscieniu fenylowym
(Rys. 4.1).

Wiekszos¢ otrzymanych barwnikéw posiada podstawnik R’ w pozycji para. Jedy-
nie cztery fluorofory podstawione sa w pozycji meta pierscienia fenylowego. W ozna-
czeniu zwiazkow podany zostatl lokant odpowiedniego podstawnika przez dodanie
numeru 3 lub 4 przed symbolem podstawnika. Struktura wszystkich barwnikéw
zostala przedstawionana Rysunku 4.1.

W trakcie realizacji zadan badawczych otrzymano 30 barwnikéw fluorescen-
cyjnych syntezujac odpowiednie amidy, a nastepnie przeprowadzajac ich reakcje
z eteratem BF3-OEty. Amidy otrzymywano na dwa rézne sposoby (metody A i B
opisane ponizej), uzywajac odpowiedniego aminobenzotiazolu oraz pochodnych kwa-
sow karboksylowych. Strukture otrzymanych fluoroforéw potwierdzono za pomoca
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego NMR dla jader wodoru 'H, wegla
13C, boru !B i fluoru 'F, wykonano analize wysokorozdzielczej spektrometrii mas
i rozwigzano strukture za pomocq dyfrakcji rentgenowskiej. Pomiary widma NMR
wykonywano za pomoca spektrometru Bruker AMX 400 MHz lub 700 MHz. Widma
masowe wysokiej rozdzielczosci uzyskiwano za pomoca AutoSpec Premier (Waters)
lub MaldiSYNAPT G2-S HDMS (Waters).

Synteza amidéw - metoda A

Roztwdr aminobenzotiazolu (1 eq) i trietyloaminy (2 eq) w bezwodnym tetra-
hydrofuranie (THF) ochtadzano w mieszaninie suchego lodu i acetonu. Po uzyskaniu
temperatury mieszaniny —75°C wkraplano roztwoér chlorku kwasowego (1 eq) w bez-
wodnym THF, a nastepnie usuwano mieszanine chtodzaca. Reakcje prowadzono
przez noc. Po tym czasie, na wyparce, usuwano THF i ekstrahowano w uktadzie
dichlorometan/woda. Faze organiczna oddzielono, suszono za pomocg siarczanu(VI)
sodu i odparowywano rozpuszczalnik. Zwigzek oczyszczano z wykorzystaniem chro-
matografii kolumnowej, gdzie eluentem byta mieszanina octanu etylu i heksanu
w réznym skladzie, ktéry ustalano na biezaco dla kazdej mieszaniny poreakcyjne;j.

Synteza amidéw - metoda B

Do roztwoéru aminobenzotiazolu (1 eq) w bezwodnym tetrahydrofuranie wprowa-
dzano porcjami 60% wodorek sodu (2 eq) w oleju mineralnym. Reakcje prowadzono
pod argonem w temperaturze 40°C. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodawano
odpowiedni ester rozpuszczony w THF. Calo$¢ ogrzewano w temperaturze wrzenia
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pod chtodnicg zwrotna przez noc. Po ochtodzeniu, do zawiesiny dodawano wodny
roztwor chlorku amonu (2 eq). Po 30 minutach usuwano THF pod zmniejszonym ci-
snieniem i ekstrahowano produkt dichlorometanem. Po wysuszeniu fazy organiczne;j
bezwodnym siarczanem(VI) sodu, usuwano rozpuszczalnik na wyparce rotacyjne;j.
Surowy produkt oczyszczano metodg chromatografii kolumnowej, eluujac miesza-
ning octanu etylu i heksanu, ktérego sktad zmieniat si¢ w zaleznosci od zwigzku i nie
byt jednakowy dla catej serii.

Synteza barwnikow

Barwniki syntezowano uzywajac odpowiedniego amidu (1 eq), ktdry rozpusz-
czano w bezwodnym DCM w atmosferze argonu. Do tak przygotowanej mieszaniny
dodawano N,N-diizopropyloetyloamine (DIPEA, 2 eq) i eteratu BF3-OEty; (3 eq).
Mieszanine pozostawiano na noc w temperaturze pokojowej. Po tym czasie prowa-
dzono ekstrakcje w uktadzie dichlorometan/wodny roztwér wodoroweglanu sodu. Po
oddzieleniu czesci organicznej, wysuszeniu mieszaniny bezwodnym siarczanem (VI)
sodu i odparowaniu rozpuszczalnika, surowy produkt oczyszczano za pomocg chro-
matografii kolumnowej. Eluentem wykorzystywanym do rozdziatu byt dichlorometan.

4.2.2 Pomiary absorpcji i fluorescencji

Wszystkie pomiary absorpcji i fluorescencji wykonywano w kuwetach kwarcowych
o drodze optycznej 1 cm. Dla pomiaréw absorpcji sporzadzano roztwory o steze-
niu rzedu 10~° mol/dm?. Widma absorpcji zmierzono za pomoca spektrofotometru
Shimadzu UV-1900. Pomiary fluorescencji wykonywano dla prébek o stezeniu od-
powiadajacym wartos$ci absorbancji w zakresie 0.1-0.2. Odpowiadato to stezeniu
zwiazku rzedu 10~% mol/dm?. Standardowo dla wszystkich zwiazkéw wykonywano
pomiary w rozpuszczalniku niepolarnym (heksanie) i o $redniej polarnosci (chloro-
formie). Pomiary fluorescencji prowadzono z wykorzystaniem spektrofluorymetru
FS5 (Edinburgh Instruments). Dla zwiazkéw wyznaczono wydajnosci kwantowe
fluorescencji z wykorzystaniem sfery integrujacej [100]. Dla badanych zwigzkow
wyznaczono réwniez czas zycia fluorescencji metoda zliczania pojedynczych fotonéw
skorelowang czasowo (ang. Time-Correlated Single Photon Counting, TCSPC). Dla
tych pomiaréw wykorzystywano lasery o dtugosci fali emisji 375 lub 450 nm, w zalez-
nosci od potozenia maksimum absorpcji badanego zwiazku. Do wyznaczania funkcji
odpowiedzi aparatury na impuls wzbudzajacy (ang. Instrument Response Function,
IRF) wykorzystywano koloidalny roztwér krzemionki — ludox.

4.2.3 Agregacja

Zjawisko agregacji badano uzywajac w pomiarach fotofizycznych mieszanin wo-
da/THF o réznym stosunku objetosciowym, zaczynajac od czystego THF, a nastepnie
dodajac odpowiednio 10, 20, ..., 97% objetosciowych wody. Do kuwety kwarcowe;j
wprowadzano odpowiednig objetos¢ roztworu barwnika o znanym stezeniu w THF,
nastepnie dodawano obliczong objetos¢ THF i wody destylowanej. Dla tak przygoto-
wanych roztworéw wykonano pomiary widm absorpcji i fluorescencji. Dla roztworéw

32



4.2. Metodologia

o najwiekszej zawartosci wody wyznaczono réwniez wydajnos¢ kwantowa i czas
zycia fluorescencji.
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ROZDZIAL 5

Wplyw topologii czasteczki i
charakteru podstawnikow
na wlasciwosci fotofizyczne

5.1 Seria zwiazkéw OMeBtR’

Pierwsza seria zwigzkéw zawiera dziewie¢ barwnikéw posiadajacych w swojej
strukturze w czesci benzotiazolu podstawnik metoksylowy. Grupa BF, obecna w cza-
steczce jest grupa akceptorowa. W zwiazku z tym, ogdlna topologie czasteczki tej serii
mozna zapisa¢ jako D-A-R’, gdzie donorem (D) jest grupa —OMe, akceptorem (A) —
grupa BF,, a trzecia sktadowa uzalezniona jest od charakteru podstawnika R’. Dla
dziewieciu pochodnych omawianej serii przeprowadzono badania fotofizyczne w chlo-
roformie. Wszystkie zwigzki wykazuja wysoki wspdtczynnik molowy absorpcji, a naj-
wieksza warto$¢ wykazuje pochodna OMeBt4-NMe,. Molowe wspotczynniki absorp-
cji zestawiono w katalogu zwiazkéw (Dodatek A). Pochodna N,N-dimetyloaminowa
charakteryzuje sie rowniez najmniejsza szerokoscig poléwkowa pasma absorpcji.
Dla pozostalych zwiazkéw wartos¢ ta zalezy istotnie od charakteru podstawnika
R’ (Rys. 5.1). Najwieksza szerokos¢ potéwkowgq pasma absorpcyjnego w catej serii
posiadat zwigzek OMeBt4-NO,. Wartosci szerokosci potéwkowych pasm skorelowano
ze stala Hammetta [168] podstawnika R’ otrzymujac wspdtczynnik korelacji liniowej
R? = 0,90.

Z wyijatkiem dwoch pochodnych, OMeBt4-NO, i OMeBt4-NMe,, dtugos¢ fali od-
powiadajaca potozeniu maksimum pasm absorpcyjnych miesci sie w waskim zakresie
361,0 - 368,0 nm. Takze ksztalt pasm absorpcyjnych dla tych struktur jest zblizony. Po-
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Rys. 5.1: Znormalizowane widma absorpcji i fluorescencji zwiazkéw z serii OMeBtR’
w chloroformie

nownie dla zwigzkow posiadajacych w swojej budowie najsilniejszy akceptor i donor
(skrajne wartosci statej podstawnikowej o), OMeBt4-NO- i OMeBtN4-Me,, potozenie
pasma absorpcyjnego i jego ksztatt zdecydowanie réznia sie od pozostatych. Pasma ab-
sorpcyjne obydwu fluoroforéw przesuniete sa batochromowo wzgledem pozostatych.
Pochodna nitrowa charakteryzuje sie szerokim pasmem absorpcji z maksimum znaj-
dujacym sie przy 384,0 nm, natomiast dla pochodnej z grupa N,N-dimetyloaminowaq
widoczne jest waskie pasmo absorpcyjne, ktdre jeszcze bardziej przesuniete jest ku
czerwieni, do 429,0 nm (Tab. 5.1). Polozenie maksimum absorpcji dla badanych
zwiazkéw nie wykazuje korelacji liniowej ze stata Hammetta (wspdtczynnik korelacji
wynosi zaledwie 0,26). Nie jest to wynik zaskakujacy ze wzgledu na niewielkie
zmiany w polozeniu maksimum absorpcji dla wiekszosci zwigzkéw omawianej serii
(srodkowy panel Rys. 5.1).

Wiekszo$¢ wlasciwosci emisyjnych czasteczek serii OMeBtR’ jest zblizonych, zas
zwiazki posiadajace podstawniki silnie akceptorowe lub donorowe réznia sie od reszty
pochodnych. Maksimum emisji dla czasteczki OMeBt4-NOs, o topologii D-A-A, jest
najbardziej przesuniete batochromowo wzgledem pozostatych zwiazkow. Natomiast
dla OMeBt4-NMe,, ktérego topologie mozna zapisa¢ jako D-A-D, maksimum emisji
jest przesuniete hipsochromowo wzgledem pozostatych zwigzkéw i znajduje sie przy
455,5 nm. Dla barwnikéw z podstawnikami od 4-CF3 do 4-OMe pasma fluorescencji
posiadaja wyraznie widoczne sktadowe pochodzace od wibracji czasteczki.

Dla zwigzku OMeBt4-CF3; maksimum emisji obserwowane jest przy 491,5 nm,
co odréznia go od pozostalych zwigzkéw w sekwencji od OMeBt3-F do OMeBt4-
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Tabela 5.1: Whasciwosci fotofizyczne zwiazkéw OMeBtR’ w chloroformie: diugos¢ fali
w maksimum absorpcji A%5 . [nm], dtugo$¢ fali w maksimum fluorescencji A" [nm],
przesuniecie Stokesa S.S [cm~!], wydajno$¢ kwantowa fluorescencji 5 [%], czas
zycia fluorescencji 7 [ns], stale szybkosci przejs¢ promienistych &, i bezpromienistych

ko [109 5717

(RBtR) \abs A SS or T k. knyr

max max

OMeBt4-NOg 384,0 516,5 6680 5,6 0,22 0,26 4,29
OMeBt4-CF3 367,0 491,5 6900 0,4 0,10 0,04 9,96

OMeBt3-F 364,5 461,5 5770 1,8 0,08 0,22 11,98
OMeBt4-Br 364,5 465,0 5930 4,5 0,12 0,39 8,16
OMeBt4-Cl 364,5 463,5 5860 2,7 0,12 0,23 8,17
OMeBt4-F 362,0 459,0 5840 4,5 0,13 0,35 7,52
OMeBtH 361,0 458,5 5690 0,9 0,13 0,07 7,87
OMeBt3-Me 361,5 459,0 5880 3,4 0,12 0,29 8,19
OMeBt4-Me 363,5 456,5 5600 4,1 0,16 0,25 5,92

OMeBt4-OMe 368,0 454,5 5170 13,1 0,46 0,29 1,89
OMeBt4-NMesg 429,0 455,5 1360 80,0 1,68 0,48 0,12

OMe, dla ktérych maksimum emisji miesci sie w przedziale od 461,5 do 454,5 nm.
Podobnie, jak w przypadku widm absorpcyjnych, korelacja szerokosci potdwkowych
pasm emisyjnych ze stala Hammetta jest niska (R? = 0,25).

Duza rdznica potozenia maksimum emisji zwigzku OMeBt4-CF; w poréwnaniu
do pozostalch barwnikéw w serii powoduje, ze i przesuniecie Stokesa dla tej cza-
steczki bedzie najwieksze. Nalezy jednak zauwazy¢, ze duze przesuniecie Stokesa
dla zwigzku o topologii D-A-A jest spowodowane zmiana wzglednej wysokosci
sktadowych pasm emisyjnych pochodzacych od drgan. Powoduje to trudnosci w ko-
relacji przesunie¢ Stokesa ze stata Hammetta: wspétczynnik korelacji liniowej R2,
z wylaczeniem pochodnej OMeBt4-NMe;, wynosi 0,69.

Z kolei najmniejsze przesuniecie Stokesa, réwne 1360 cm™!, wykazuje pochodna
OMeBt4-NMe,. Dla pozostatych zwiazkéw w serii, od OMeBt4-CF3; do OMeBt4-OMe,
wida¢ tendencje zmian przesuniecia Stokesa wraz ze zmiang charakteru podstawnika
jesli uznac¢ zwiazki od OMeBt3-F do OMeBt3-Me za bardzo podobne. Przesuniecie
Stokesa dla pochodnej OMeBt4-CF3 wynosi 6900 cm~!, dla pochodnej bez podstaw-
nika R’ 5690 cm~! a dla pochodnej OMeBt4-OMe 5170 cm ™.

Analizujac wydajnosci kwantowe fluorescencji mozna zauwazy¢, ze wszystkie,
z wyjatkiem pochodnych OMeBt4-NMe, i OMeBt4-OMe, wykazuja niskie jej wartosci
(®p, Tab. 5.1). Mieszcza sie one w przedziale od 0.4 do 5.6%, a najwyzsza wartos¢
wsrod nich wykazuje zwiazek OMeBt4-NO,. Nalezy zauwazy¢, ze wartos¢ wydajnosci
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5.1. Seria zwigzkéw OMeBtR’

kwantowej fluorescencji dla pochodnej nitrowe;j jest wyjatkowe, poniewaz obecnos¢
grupy NO, zwykle wygasza fluorescencje [161].

Batochromowe przesuniecie pasm absorpcji i emisji dla OMeBt4-NO, w stosunku
do zwiazku OMeBt4-CF; wskazuje na wewnatrzczasteczkowe przeniesienie tadunku
w pochodnej nitrowej. Rdznica miedzy potozeniem omawianych pasm wynika z faktu,
ze grupa nitrowa jest zdecydowanie silniejszym akceptorem elektronéw niz grupa
—CF3. Warto réwniez zwréci¢ uwage na pare zwiazkéw OMeBt4-Cl i OMeBt4-Br.
Warto$¢ statych podstawnikowych dla grup 4-Cl i 4-Br jest zblizona i wynosi odpo-
wiednio 0,227 i 0,232. Zwiazki te posiadaja pasmo absorpcyjne potozone w tym
samym miejscu (364,5 nm) oraz bardzo podobne potozenie pasm emisyjnych: dla
OMeBt4-Cl maksimum emisji wynosi 463.5 nm, a dla OMeBt4-Br — 465,0 nm. Jed-
nak wydajnos$¢ kwantowa fluorescencji dla pochodnej posiadajacej ciezszy atom
bromu ro$nie nieco w poréwnaniu z pochodng OMeBt4-Cl z 2,7% do 4,5%. Czas
zycia fluorescencji 7 dla tych dwdch zwiazkéw w przyblizeniu jest taki sam i wynosi
0,12 ns. Wyznaczenie stalych szybkosci przejs¢ promienistych i bezpromienistych
dla OMeBt4-Cl i OMeBt4-Br pokazuje jednak, ze obecnos¢ atomu bromu w zwiazku
powoduje wzrost statej szybkosci przejscia promienistego k, w stosunku do zwigzku
z atomem chloru w strukturze, podczas gdy szybkos¢ proceséw bezpromienistych
dla obu pochodnych pozostaje zblizona. Dla pozostatych zwiazkéw z serii OMeBtR’
czas zycia fluorescencji jest rownie krétki, wynoszacy ponizej 0,5 ns, z wyjatkiem
pochodnej OMeBt4-NMe,, dla ktdrej wynosi on 1,68 ns. Wytaczajac zwiazek z silnym
donorem elektronéw 4-NMey, $redni czas zycia fluorescencji w catej serii wynosi 0,16
ns. Na podstawie danych eksperymentalnych wydajnosci kwantowej i czasu zycia
fluorescencji wyznaczono dla wszystkich zwigzkéw state szybkosci przejs¢ promieni-
stych k, i bezpromienistych k.. Podobnie jak dla chloro- i bromopochodnych, dla
zwigzkow uszeregowanych w Tabeli 5.1 od OMeBt4-NO,; do OMeBt4-OMe szyb-
ko$¢ przemian bezpromienistych jest zdecydowanie wieksza niz szybko$¢ przejsc
promienistych. Srednio k, i k,, wynosza odpowiednio 0,24 - 10 s~ i 7,40 - 10°
s~!. Jedynie dla zwiazku OMeBt4-NMe, stosunek statych szybkosci jest odwrotny:
proces przejscia promienistego zachodzi ze stata szybkosci 4-krotnie wyzsza niz stata
szybkosci przejscia bezpromienistego.

Niska wydajnos¢ kwantowa fluorescencji zwiazkéw w serii od OMeBt4-NO,
do OMeBt4-OMe wynika z szybkiej konwersji wewnetrznej ze stanu wzbudzonego
S; do stanu podstawowego, ktéra moze by¢ efektem przecie¢ powierzchni energii
potencjalnej obu stanéw. Na potozenie i dostepnos¢ punktu przeciecia tych ptaszczyzn
nie wptywa istotnie podstawnik w grupie fenylowej. Dominujacy wptyw proceséw
bezpromienistych zwigzanych z drganiami i rotacjami czasteczki, w tym z obrotami
wokot pojedynczego wigzania wegiel-wegiel miedzy grupa fenylowa a rdzeniem
benzotiazolowym na wygaszanie stanéw wzbudzonych w omawianych czasteczkach
mozna laczy¢ z obecnoscia grupy metoksy podstawionej w benzotiazolu (w kontrascie
do nastepnej serii, vide infra). Opisane wlasciwos$ci ttumacza tez poszerzenie pasm
emisyjnych w poréwnaniu do pasm absorpcyjnych dla zwigzkéw serii OMeBtR’.

Wiasciwosci odmienne od catej serii posiada pochodna o topologii struktury D—
A-D, OMeBt4-NMe,. Wykazuje ona najwiekszg wydajnos$¢ kwantowgq fluorescencji
(P = 80%), a jej pasmo emisyjne stanowi lustrzane odbicie pasma absorpcji. W tym
przypadku po wzbudzeniu czasteczki nastepuje utrata energii w wyniku szybkiego
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5.2. Seria zwigzkow CF3BtR’

przejscia promienistego. Zatem mozna sie spodziewaé, ze powierzchnia energii
potencjalnej stanu podstawowego i wzbudzonego odpowiadaja bardzo podobnym
geometriom czasteczki, co uniemozliwia ich przeciecie, otwierajac promieniste drogi
przejs¢ elektronowych.

5.2 Seria zwiazkéw CF3BtR’

Druga seria badanych fluoroforéow, CF3BtR’, zawiera pochodne benzotiazolu
z takimi samymi podstawnikami R’ w pierscieniu fenylowym, jakie wykorzystano
w serii pierwszej, OMeBtR’. Zmiana strukturalna wzgledem poprzedniej polegata na
wymianie donora elektronéw, grupy —-OMe, na akceptor (A) elektronéw —CF3 w czesci
heterocyklicznej. Ogdlng topologie czasteczek w tej serii mozna wiec zapisac jako
A-A-R. Opisany wybdr podstawnika ma na celu zweryfikowanie znaczenia potozenia
donora i akceptora w czasteczce dla charakterystyki fotofizycznej fluoroforow.

CF,Bt4-NO,
=
o
1=

CF,BtH =
=
L

4-OMe
CF,Bt4-NMe,
[~ " : :
250 350 450 550 650

A/ nm

Rys. 5.2: Znormalizowane widma absorpcji i fluorescencji zwigzkow z serii CF3BtR’
w chloroformie

Podobnie jak dla pierwszej serii, dla zwigzkéw CF3BtR’ przeprowadzono badania
fotofizyczne w chloroformie. Molowy wspétczynnik absorpcji dla tych uktadow miesci
sie w przedziale od 23 200 do 86 500 M~'cm™!, co jest typowa wartos$cia odpo-
wiadajaca przejsciom m—7*. Najwieksza wartos¢ molowego wspodtczynnika absorpcji
uzyskano dla pochodnej CF3Bt4-NMe,. Obecno$¢ grupy —CFs w strukturze spowo-
dowata zwiekszenie energii przejs¢ do stanu wzbudzonego, w rezultacie maksimum
absorpcji w calej serii przesuneto si¢ hipsochromowo, srednio o 18 nm, w stosunku
do serii OMeBtR’ (Tab. 5.2). Z wyjatkiem pochodnej CF3Bt4-NMe,, dtugos¢ fali
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w maksimum absorpcji w catej serii zawiera sie pomiedzy 338,5 nm dla CF3Bt3-F
a A362,5 nm dla CF3Bt4-OMe. Na srodkowym panelu Rys. 5.2 mozna zauwazy¢,
ze dla jednej z pochodnych (CF3Bt4-OMe) pasmo absorpcyjne jest wyraZnie prze-
suniete wzgledem pozostalych osmiu zwigzkéow w strone dtuzszych fal. W calej
serii, najbardziej batochromowe przesuniecie pasma absorpcyjnego widoczne jest
jednak — podobnie jak w serii OMeBtR’ — dla czasteczki podstawionej najsilniejszym
donorem, CF3;Bt4-NMe,, a potozone jest ono przy 430,5 nm. Dodatkowo, pasmo
absorpcyjne pochodnej N,N-dimetyloaminowej posiada wyraznie mniejsza szerokos¢
potéwkowa w poréwnaniu z pozostalymi zwigzkami serii (Rys. 5.2). Podobnie jak
dla wczesniej omawianych zwigzkéw, réwniez w tym przypadku brak jest korelacji
liniowej miedzy stata Hammetta i potozeniem maksimum absorpcji. Ponadto nie ma
rowniez wyrazniej zaleznoSci miedzy szerokoscig potéwkowa pasm absorpcyjnych
a stala podstawnikowa (R? = 0,64), co takze zauwazono dla serii OMeBtR’.

Tabela 5.2: Whasciwosci fotofizyczne zwigzkdw CF3BtR’ w chloroformie: dtugos¢ fali
w maksimum absorpgji A%% . [nm], dtugo$¢ fali w maksimum fluorescencji A" [nm],
przesuniecie Stokesa S.S [em~!], wydajno$¢ kwantowa fluorescencji ®r [%], czas
zycia fluorescencji 7 [ns], state szybkos$ci przej$¢ promienistych k, i bezpromienistych

Ky [109 5717

(RBtR) \abs Aem SS O T k, Epr

max max

CF3Bt4-NO, 351,0 432,0 5340 0,2 - - -

CF3Bt4-CF3 341,0 434,5 6310 4,7 0,23 0,20 4,14
CF3Bt3-F 338,5 430,5 6310 14,8 0,46 0,32 1,85
CF3Bt4-Br 339,5 411,0 5120 55,3 1,15 0,48 0,39
CF3Bt4-Cl 343,0 410,5 4790 41,1 1,13 0,36 0,52
CF3Bt4-F 344,0 404,5 4350 51,0 1,35 0,38 0,36
CF3BtH 339,5 406,0 4830 28,0 1,02 0,28 0,71
CF3Bt3-Me 350,0 405,5 3910 53,7 1,32 0,41 0,35
CF3Bt4-Me 353.,0 406,0 3700 80,3 1,81 0,44 0,11

CF3Bt4-OMe 362,5 412,0 3320 98,0 1,65 0,59 0,01
CF3Bt4-NMey 430,5 462,0 1580 94,0 1,80 0,52 0,03

Dla dziewieciu z jedenastu fluoroforéw serii CF3BtR’ ksztalt pasm absorpcyjnych
i fluorescencyjnych jest zblizony, co wida¢ na srodkowym panelu Rys. 5.2. Widoczne
sg co najmniej dwie sktadowe, pochodzace od drgan czasteczki, o podobnej intensyw-
nosci zaréwno w widmach absorpcyjnych, jak i emisyjnych. Na panelu pierwszym
i trzecim Rys. 5.2 przedstawiono widma dla CF3Bt4-NO- i CF3Bt4-NMe,, ktérych
wlasciwosci fotofizyczne istotnie odbiegajq od tych obserwowanych dla pozostatych
zwigzkow serii. Pochodne te posiadaja w swojej strukturze podstawniki o skrajnie

40



5.2. Seria zwigzkow CF3BtR’

roznych wlasciwos$ciach akceptorowo-donorowych: pochodna CF3Bt4-NO- posiada
najsilniejszy akceptor elektronéw, a CFsBt4-NMe; — najsilniejszy donor elektronéw.
Dla pochodnej nitrowej zarejestrowano bardzo szerokie pasma absorpcyjne i emisyjne
o maksimum odpowiednio przy A% = 351,0i \¢" = 432,0 nm chloroformie, za$
przesuniecie Stokesa dla wynosi 5340 cm~!. Zupehie inaczej wygladaja wyniki dla
pochodnej CF3Bt4-NMe;, dla ktérej przesuniecie Stokesa jest najmniejsze w calej
serii i wynosi zaledwie 1580 cm~!, a pasmo emisji znajduje sie przy przy 462,0 nm.
Maksimum emisji dla zwiazkéw od CF3Bt4-CF3; do CF3Bt4-OMe miesci sie¢ w prze-
dziale 404,4 do 434,5 nm, a skrajne wartosci dla podzbioru odpowiadaja pochodnym
CF;3Bt4-F i CF;Bt4-CF.

Réznica w potozeniu maksimum emisji w serii CFsBtR’ wynika nie tylko z efektu
podstawnika, ale réwniez z balansu intensywnosci skladowych wibracyjnych pasm
emisyjnych. W zaleznosci od stosunku intensywnosci tych sktadowych, maksimum
emisji, jak rowniez przesuniecia Stokesa, moga zachowywac sie w sposob nieregu-
larny. W efekcie, korelacja tych danych fotofizycznych ze stata Hammetta moze by¢
bardzo niska. Jak przyktad mozna przytoczy¢ dwa izomeryczne zwigzki, tj. CF;Bt4-F
i CF3Bt3-F. Mimo podobienstwa czasteczek pozycja maksimum fluorescencji rézni
sie 0 26 nm i wynika ze zmiany intensywnosci sktadowych widma. Ten szczegdlny
przyktad przedstawiony jest na Rys. 5.3. W tym przypadku réznica miedzy stalq
podstawnikowq jest duza i wynosi 0,28. Jednak bardzo podobny obraz uzyskamy dla
pochodnych CF3Bt3-F i CF3Bt4-Br, gdzie réznica stalych Hammetta jest duzo mniej-
sza i wynosi 0,11. Podobnie jak dla poprzedniej pary réznica w potozeniu maksimum
pasm emisyjnych wynosi 18,5 nm. Mimo to zauwazono korelacje liniowa miedzy
przesunieciem Stokesa i stata podstawnikowa dla zwiazkéw z serii CF3BtR’ (R?
= 0,94), jesli w dopasowaniu nie uwzgledniono pochodnej CF3Bt4-NO,, znacznie
odbiegajacej od wyznaczonej liniowej zaleznosci. Na Rys. 5.4 pokazano, ze wraz ze
zmiang charakteru podstawnika z donora (-NMe,) do akceptora (—CF3) zwieksza
sie roznica energii miedzy maksimum absorpcji i fluorescencji (przesuniecie Sto-
kesa). Gdyby w korelacji uwzgledni¢ lokalne maksimum fluorescencji odpowiadajace
sktadowej wibracyjnej o mniejszej intensywnosci (410,0 nm) dla CF3Bt3-F, to wspot-
czynnik korelacji opisywalby lepsze dopasowanie prostej na poziomie R? = 0,96.
Punkt ten zostal przedstawiony na rysunku przez zakreslenie czerwona, przerywang
linia. Natomiast wprowadzenie do zestawienia przesuniecia Stokesa dla CF3Bt4-NO,
spowodowatoby spadek wspoétczynnika korelacji do R? = 0,83.

W przypadku serii CF3BtR’ badane fluorofory wykazuja znacznie zréznicowang
wydajnos$¢ kwantowa fluorescencji. Dla topologii A-A-A, w ktdrej do grupy fenylowe;j
przytaczony jest silny akceptor -NO, lub umiarkowanie silny akceptor -CF3, warto$ci
® » wynoszg odpowiednio 0.2 i 4.7%. Dla pochodnej niepodstawionej wydajnos¢
kwantowa fluorescencji wynosi 28%, natomiast dla pochodnych o topologii A—~A-D
wartosci te zaczynaja sie od 54% dla pochodnej CF;Bt3-Me, nastepnie 80% dla
izomeru CF3Bt4-Me, w koncu osiagajac blisko 100% dla pochodnych CF3Bt4-OMe
i CF3Bt4-NMe,. Przedstawione wyniki wyraznie pokazuja pewna regularnos¢ zmian
wydajnosci kwantowej wraz ze wzrostem elektronodonorowej natury podstawnika w
pierscieniu fenylowym w przypadku serii barwnikéw zawierajacych w czesci hetero-
cyklicznej podstawnik o charakterze elektronoakceptorowym. Proba skorelowania
wartosci wydajnosci kwantowych fluorescencji ze stata Hammetta pozwolita uzyskac
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Rys. 5.3: Znormalizowane widma fluorescencji zwiazkéw CF3BtF i CF3Bt3-F w chlo-
roformie
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Rys. 5.4: Zalezno$¢ przesuniecia Stokesa dla pochodnych CF3BtR’ ze stalg podstaw-
nikowa Hammetta wyznaczonych dla roztworéw w chloroformie

wspdtczynnik korelacji na poziomie 0,80 dla calej serii. W tym przypadku, odrzu-
cenie skrajnych barwnikéw (CF3Bt4-NO, lub CF;Bt4-NMe,) obniza R?, poniewaz
zachowujg sie one regularnie i spojnie z pozostatymi zwiazkami w serii.

W kolejnym etapie badan wyznaczono czasy zycia fluorescencji zwigzkow serii
CF3BtR’. Dla pochodnych CF3Bt4-NMe, i CF3Bt4-Me otrzymano najdhuzszy czas
zycia fluorescencji w serii, wynoszacy 1,81 ns. Najkrotszy czas zycia fluorescencji
uzyskano dla zwiazku CF3Bt4-CF3. Ze wzgledu na niska wydajnos¢ kwantowa fluore-
scencji pomiar czasu zycia fluorescencji nie byt mozliwy dla pochodnej nitrowej. Na
podstawie wyznaczonych wydajnosci kwantowych oraz czaséw zycia fluorescencji
obliczono state szybkosci przejs¢ promienistych i bezpromienistych (Tab. 5.2). Nalezy
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zauwazy¢, ze wzajemna relacja tych statych zalezy od podstawnika w pierscieniu
fenylowym. Dla pochodnych o topologii A~A-D proces promienistej dezaktywacji
stanu wzbudzonego jest preferowany co widoczne jest w wartosSciach statych szybko-
Sci przejs¢ promienistych w stosunku do stalej szybkosci przej$¢ bezpromienistych.
Dla niepodstawionej pochodnej konkurencyjne procesy bezpromieniste zaczynaja
dominowa¢ w przejsciach czasteczek do stanu podstawowego. Trend ten utrzymuje
sie dla kolejnych zwiazkéw o topologii A-A-A, z wylaczeniem CF3;Bt4-F i CF;Bt4-Br,
w ktorych balans statych szybkosci prowadzi do wydajnosci kwantowych tych zwiaz-
kéw na poziomie 51,0 i 55,3%. Najwieksza wyznaczona warto$¢ statej szybkosci
przej$¢é bezpromienistych, réwna 4,14 - 10° s, wykazuje pochodna CF3Bt4-CF3,
natomiast k,. wynosi 0,20 - 10? s—1.

Podobnie, jak w serii OMeBtR’, tu takze zauwazono wyrazne réznice miedzy
zwigzkami podstawionymi atomami chloru i bromu, dla ktérych stala Hammetta
jest podobna. Dla CF3Bt4-Br i CF3Bt4-Cl réznica w potozeniu maksimum absorpcji
i emisji jest niewielka (3,5 i 0,5 nm).

Podstawienie ciezszym atomem bromu skutkuje zwiekszeniem szybkosci przejs¢
promienistych z jednoczesnym zmniejszeniem szybkosci przejs¢ bezpromienistych
w stosunku do pochodnej z atomem chloru. W konsekwencji, CF3Bt4-Br wykazuje
wydajnos¢ kwantowa fluorescencji wigeksza o 14 punktéw procentowych. Oznacza to,
ze obecnosc ciezkiego atomu nie prowadzi do efektywnego sprzezenia spin-orbita,
co spowodowatoby zmiane multipletowosci czasteczki z jednoczesnym spadkiem
wydajnosci kwantowej fluorescencji [169, 170].

Na podstawie przedstawionych wynikdw mozna zauwazy¢, ze wzajemny sto-
sunek statych szybkosci przejs¢ promienistych i bezpromienistych silnie zalezy od
podstawnika w grupie fenylowej. Prawdopodobienstwo przej$¢ bezpromienistych
jest tym wieksze, im silniejszy akceptor elektronéw jest obecny w czasteczce. Wzrost
przesuniecia Stokesa wraz ze spadkiem wydajnosci kwantowej fluorescencji wskazuje
na istotne zmiany geometrii czasteczki podczas pobudzenia elektronowego. Moze
to powodowac¢ mozliwo$¢ wystapienia przecie¢ powierzchni energii potencjalnej
stanu wzbudzonego i podstawowego, otwierajac tym samym Sciezke bezpromienistej
konwersji do stanu S.

5.3 Jednoczesny efekt dwdch podstawnikow

W poprzednich czesciach opracowania podjeto préby skorelowania wybranych
wlasciwosci fotofizycznych badanych zwigzkow ze stala Hammetta podstawnikow
w pierscieniu fenylowym. Nalezy jednak podkresli¢, ze stata podstawnikowa zostata
wyznaczona na podstawie reakeji chemicznych modelowych czasteczek i wykorzysty-
wana jest zwykle do okreslenia reaktywnos$ci w stanie podstawowym odpowiednio
podstawionych zwigzkéw. Oznacza to, Ze nie opisuje ona w zaden sposéb czasteczek
w elektronowym stanie wzbudzonym. Doskonalym przyktadem takich niedostatkéw
modelu sg wezesniej opisane przyklady pochodnych podstawionych atomami bromu
i chloru. Stala Hammetta niesie jednak uzyteczng informacje dotyczaca charakteru
donorowo-akceptorowego podstawnika, co moze z kolei przetozy¢ sie na wiasciwo-
Sci fotofizyczne barwnikow fluorescencyjnych. Z tego powodu przydatne staje sie
korelowanie wybranych wtasciwosci fotofizycznych ze stalymi podstawnikowymi.
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Wyniki oméwione w podrozdziatach 5.1 i 5.2 wskazuja, ze nie tylko podstawnik
R’ znajdujacy sie w pierscieniu fenylowym istotnie wptywa na wtasciwosci fotofi-
zyczne badanych zwigzkéw, ale wymiana donora elektronéw —OMe na akceptor
—CF3 w benzotiazolu powoduje wzrost wydajnosci kwantowych catej serii. Wyjatkiem
jest pochodna CF3Bt4-NO-, w ktérej obecnos¢ grupy nitrowej catkowicie wygasza
fluorescencje w poréwnaniu ze zwigzkiem OMeBt4-NO,. R6znice w przesunieciach
Stokesa dla nitrowych pochodnych z obu serii (5340 a 6680 cm~!) oraz topologia
czasteczki OMeBt4-NO, wskazuja, ze niespodziewany wzrost wydajnosci kwantowej
fluorescencji spowodowany jest efektywnym wewnatrzczasteczkowym przeniesie-
niem tadunku w stanie wzbudzonym. Dostepno$¢ stanu ICT otwiera $ciezke przejscia
promienistego do stanu podstawowego S, konkurencyjnego dla innych proceséw
bezpromienistych [171], podczas gdy dla zwigzku o topologii A-A-A takie przejscia
sq niemozliwe.

Na Rys. 5.5 przedstawiono potozenie maksimum pasma absorpcji i fluorescencji
dla dwéch serii badanych zwiazkéw, OMeBtR’ i CF3BtR’, oraz odpowiednie wydajno-
sci kwantowe fluorescencji w odniesieniu do statej Hammetta o. Biorac pod uwage
pochodne zawierajace grupe N,N-dimetyloaminowa, wydajnosci kwantowe fluore-
scencji sq bardzo wysokie, niezaleznie od podstawnika w rdzeniu fluorescencyjnym,
jednak dla topologii A-A-D, czyli dla zwigzku CF3;Bt4-NMe; jest ona o 14 punktéw
procentowych wyzsza niz dla D-A-D, OMeBt4-NMe,. Podobnie jak w przypadku po-
chodnej nitrowej, obecnos¢ donora i akceptora w czasteczce CF3Bt4-NMe; zwieksza
efektywnosc¢ przejs¢ elektronowych zwigzanych z wewnatrzczasteczkowym przenie-
sieniem tadunku, a catkowita zaabsorbowana przez czasteczke energia zostaje wyemi-
towana w postaci promieniowania elektromagnetycznego z zakresu widzialnego. Co
ciekawe, dla pochodnych N,N-dimetyloaminowych, podstawnik w heterocyklicznej
czesci barwnika nie wptywa na potozenie maksimum absorpcji i fluorescencji: réznica
miedzy CF3Bt4-NMe, i OMeBt4-NMe; wynosi odpowiednio 1,5 i 6,5 nm. Jednak
patrzac na cale serie zwiazkow, dla grupy CF3BtR’ srednia dtugos¢ fali w maksimum
absorpcji jest réwna 353,7 nm, a w przypadku emisji — 419,4 nm. Dla OMeBtR’
w catlej serii wida¢ batochromowe przesuniecie wzgledem odpowiednich zwigzkéw
z podstawnikiem —CF5 w benzotiazolu. Srednia dtugos¢ fali w maksimum absorpcji
i emisji to odpowiednio 371,4 i 467,4 nm. Zmiana taka jest zgodna z oczekiwaniami,
poniewaz obecnos$¢ donoréw elektronéw w strukturze barwnikéw fluorescencyjnych
wigze sie zwykle z obnizeniem energii elektronowych stanéw wzbudzonych.

Na goérnym panelu Rys. 5.5 mozna zauwazy¢, ze punkty zwigzane z potozeniem
maksimum absorpcji i fluorescencji dwoch serii oddalaja sie od siebie wraz ze wzro-
stem charakteru elektronoakceptorowego podstawnika. Oznacza to, ze przesuniecie
Stokesa rosnie wraz ze stala Hammetta w obu seriach, a wieksze zmiany widoczne sa
dla pochodnych zawierajacych grupe -OMe przytaczong do benzotiazolu. Mozliwos¢
zmiany przesuniecia Stokesa barwnikow organicznych poprzez zaplanowana zmiane
podstawnika moze okazac sie przydatna w kontekscie potencjalnego zastosowania
barwnikow fluorescencyjnych w bioobrazowaniu. Niestety zwigzki z serii OMeBtR’
wykazujq jednoczesnie niska wydajnos¢ kwantowa fluorescencji w waskim zakresie
0.4 do 13.1% (z wyjatkiem OMe;Bt4-NMe;). Dodatkowo, whasciwosci fotofizyczne
tych zwigzkow nie sa wprost zwigzane z charakterem podstawnika w grupie feny-
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lowej, w przeciwienistwie do serii CF3BtR’, w ktérej zmieniajac podstawnik, mozna
sterowac wydajnoscig kwantowa fluorescencji w chloroformie od blisko 0 do 100%.
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Rys. 5.5: Zalezno$¢ maksimum absorpcji (czarny) i fluorescencji (czerwony) oraz
wydajnosci kwantowej fluorescencji ® od statej Hammetta dla serii OMe3;BtR’
i CF3BtR’ H

Wrtasciwosci fotofizyczne tych dwoch serii barwnikéw pokazujq jak ostroznie
nalezy postepowac podczas projektowania czasteczek fluorescencyjnych, ktére po-
siadaja donor i akceptor elektronéw oddzielony sprzezonym uktadem elektronow
7. Przyjrzyjmy sie dwém izomerom o podobnej topologii, A-A-D i D-A-A, a do-
ktadnie pochodnym CF3;BtOMe i OMeBt4-CF3. Czasteczki te sa regioizomerami, dla
ktérych wydajnos¢ kwantowa pierwszej pochodnej wynosi 98%, natomiast drugiej
0.4%. Dla uzupekienia dyskusji na temat wplywu podstawnika w grupie benzotia-
zolu przeprowadzono synteze trzech dodatkowych pochodnych, HBt4-CF5;, HBtH,
HBt4-OMe, ktore nie sa podstawione czesci heterocyklicznej. Przeprowadzono dla
nich pomiary wlasciwosci fotofizycznych w chloroformie (Tab. 5.3) Dla poréwnania
wraz z barwnikami bez podstawnika w czesci hetercocyklicznej zestawiono wtasci-
wosci poprzednio opisanych zwiazkéw OMeBt4-CF3;, OMeBtH, OMeBt4-OMe oraz
CF;Bt4-CF;, CF;BtH, CF3Bt4-OMe.

Obecnos¢ dwdch donoréw w czasteczce powoduje najwieksze batochromowe
przesuniecie pasma absorpcji w serii. Mozna zauwazyc¢, ze niezaleznie od potozenia
donora elektronéw w strukturze barwnika, widoczne jest obnizenie energii potrzebnej
do wzbudzenia czasteczki w poréwnaniu z pozostatymi zwigzkami (Tab. 5.3). Jak
wczesniej zauwazono, wraz ze zmiang charakteru podstawnika R’ w seriach OMeBtR’
i CF3BtR’ zmienia sie przesuniecie Stokesa. W przypadku serii HBtR’ wida¢ podobna
zaleznos$¢. Zmieniajac kolejno podstawniki w czesci beznotiazolu od -OMe do —CF3
wspdtczynnik kierunkowy a dla prostej f(ogr/) = a - or + b opisujacej przesuniecie
Stokesa w zaleznosci od statej Hammetta dla podstawnika R’ w podzbiorach zmienia
sie w szeregu 2155, 3200, 3561 cm~!. Oznacza to, ze za pomocg podstawnika
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Tabela 5.3: Whasciwosci fotofizyczne zwigzkow OMeBtR’, HBtR’, CF3BtR’ w chloro-

formie: dtugo$¢ fali w maksimum absorpcji A% [nm], dtugo$¢ fali w maksimum

fluorescencji A°"_ [nm], przesuniecie Stokesa SS [cm~'], wydajno$¢ kwantowa

fluorescencji @ [%], czas zycia fluorescencji T [ns], state szybkos$ci przejs¢ promie-
nistych k, i bezpromienistych k,, [10° s~1]

(RBtR) \abs g SS g T ky knyr

max maxr

OMeBt4-CF3 367,0 491,5 6900 0,4 0,10 0,04 9,96
OMeBtH 361,0 458,5 5690 0,9 0,13 0,07 7,87
OMeBt4-OMe 368,0 454,5 5170 13,1 0,46 0,29 1,89

HBt4-CF3 3450 4470 6610 04 0,13 0,03 7,49
HBtH 343,0 4395 6400 69 021 0,34 4,54
HBt4-OMe  364,0 419,5 3640 756 1,71 0,44 0,14

CF;Bt4-CF;  341,0 4345 6310 47 023 020 414

CF3BtH 3395 4060 4830 28,0 1,02 028 0,71

CF;Bt4-OMe  362,5 412,0 3320 980 1,65 0,59 0,01

w grupie fenylowej mozliwe jest manipulowanie przesunieciem Stokesa, a zmiana
podstawnika w benzotiazolu dodatkowo wzmacnia ten efekt.

Podobne zmiany dla dziewieciu wybranych zwigzkéw obserwowane sa w przy-
padku wydajnosci kwantowych fluorescencji wyznaczonych w chloroformie. Jak
widac¢ na Rys. 5.6, obecnos¢ grupy metoksylowej w pierscieniu fenylowym korzystnie
wplywa na wydajno$¢ kwantowa fluorescencji. Jednak wyrazne zmiany ®» w sze-
regu CF3Bt4-OMe, HBt4-OMe, OMeBt4-OMe z wydajnoscia kwantowg fluorescencji
rowna odpowiednio 98,0, 75,6 i 13,1% wskazuja na réwnie duze znaczenie podstaw-
nika w czesci heterocyklicznej fluoroforu. Dla zwiazkéw o ogdlnej topologii R—-A-A
wydajnos¢ kwantowa fluorescencji jest niska, od 0,4% (OMeBt4-CF3, HBt4-CF3) do
4,7% (CF3Bt4-CF3). Intuicja chemiczna sugeruje, ze obecno$¢ grupy metoksylowej
w pierscieniu fenylowym moze promowac zdolnos$¢ do tworzenia formy chinonowej,
usztywniajac w ten sposéb czasteczke, a w konsekwencji zwieksza¢ wydajnos¢ kwan-
towg fluorescencji. Dla pochodnych niepodstawionych lub posiadajacych akceptor
w pierscieniu fenylowym, spadek wydajnosci kwantowej fluorescencji wynikatby
wdéweczas z rotacji tej grupy wokot wiazania pojedynczego C-C do pozostatego frag-
mentu czasteczki. Jednak obliczenia kwantowo-mechaniczne wykonane przez dr
hab. Anne Kaczmarek-Kedziere, prof. UMK dla badanych struktur, majace na celu
wyznaczenie barier energetycznych rotacji grupy fenylowej w czasteczce, nie potwier-
dzity bezposredniej zaleznosci pomiedzy tym parametrem a wydajnoscig kwantowq
fluorescencji. Co wiecej, barwnik CF3;Bt4-OMe, wykazujacy najwieksza wydajnos¢é
kwantowa fluorescencji sposréd wszystkich dziewieciu w serii, posiadat najnizsza
bariere energetyczna rotacji wokot wigzania pojedynczego w stanie wzbudzonym.

46



5.3. Jednoczesny efekt dwéch podstawnikédw

Wyniki te wskazuja, ze rotacja fragmentéw czasteczki, powszechnie przywotywana
dla rotoréw molekularnych jako dominujacy proces dezaktywacji stanéw wzbudzo-
nych, w serii omawianych tu zwigzkéw nie stanowi gtéwnej Sciezki wygaszania stanu
wzbudzonego.

Podstawnik w grupie fenylowe;j

OMe H CF,
>
S
N
S CF, 28.0 4.7
Q
C
[}
0
z H 75.6 6.9 0.4
x
C
5
% OMe| 13.1 0.9 0.4
g

Rys. 5.6: Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji w chloroformie dla dziewieciu pochod-
nych

W kolejnym etapie teoretycznych rozwazan prowadzonych w grupie prof. De-
nisa Jacquemina (Uniwersytet w Nantes) poszukiwano innych mozliwych $ciezek
dezaktywacji stanéw wzbudzonych, odpowiedzialnych za zmiany wydajnosci kwan-
towych fluorescencji w badanych pochodnych. Ze wzgledu na obecnos¢ atomu siarki,
oceniono mozliwos¢ przejs¢ miedzysystemowych przez wyznaczenie réznic energe-
tycznych miedzy stanem S; a T1 oraz sprzezenia spin-orbita. Ze wzgledu na duze réz-
nice energetyczne i stabe sprzezenie spin-orbita, wyeliminowano ten proces spo$réd
mozliwych proceséw bezpromienistych ttumaczacych réznice w eksperymentalnie
wyznaczonych wydajnosciach kwantowych fluorescencji regioizomeréw. Brak fosfo-
rescencji potwierdzono réwniez eksperymentalnie przez pomiar emisji wybranych
zwigzkow w temperaturze ciektego azotu (77 K). Dopiero wyznaczenie punktow
przeciecia powierzchni energii potencjalnych stanu podstawowego i wzbudzonego,
pozwala uzyskac¢ zgodno$¢ interpretacji teoretycznej z eksperymentalnymi wynikami
pomiarowymi. Wspétczynnik korelacji pomiedzy stalymi szybkosci przejsc radiacyj-
nych otrzymanymi teoretycznie i wynikami eksperymentalnymi wynidst 0,87. Co
ciekawe, miejsce przeciecia powierzchni energii potencjalnych stanéw podstawowych
i wzbudzonych odpowiadaja silnie zdeformowanej geometrii, w ktérej dwa fragmenty
czasteczki znajduja sie pod katem bliskim 90° (Rys. 5.7). Wyniki teoretyczne jed-
noznacznie wskazuja, ze réznica we wlasciwosciach fotofizycznych wraz ze zmiang
podstawnikow w zwigzkach wynika z konkurencyjnych proceséw promienistych
(fluorescencji) i konwersji wewnetrznej [172].

47



5.4. Wplyw lepkosci na wlasciwosci fotofizyczne wybranych barwnikéw

Rys. 5.7: Wyznaczona teoretycznie geometria czasteczki CF3Bt4-CF3; w punkcie
przeciecia powierzchni energii potencjalnej stanu podstawowego i wzbudzonego
[172]

5.4 Wplyw lepkosci na wlasciwosci fotofizyczne wybranych
barwnikdéw

W celu uzyskania eksperymentalnych dowodéw na wpltyw drgan czasteczek na
wydajnos$¢ kwantowa fluorescencji przygotowano roztwory o réznej lepkosci dla
dziewieciu barwnikéw posiadajacych w swojej strukturze podstawniki -OMe i/lub
—CF3 oraz pochodnej niepodstawionej. Do sporzadzenia sekwencji roztworow o zmie-
niajacej sie lepkosci wykorzystano metanol i gliceryne w mieszaninach o réznym
stosunku objetosciowym. Kazdy z tych rozpuszczalnikéw moze tworzy¢ wigzania
wodorowe dzieki obecnosci grup —OH, dodatkowo zmiana stosunku objetosciowego
tych rozpuszczalnikdéw nie wplywa istotnie na polarnosc¢ catego uktadu. Mozna zatem
zatozy¢, ze w tak dobranych mieszaninach gtéwna cechg fizykochemiczna wpty-
wajaca na zmiany wilasciwosci fotofizycznych barwnikéw pozostaje wiec lepkosc.
Tak przygotowany eksperyment umozliwit weryfikacje hipotezy, czy mozliwe jest
kontrolowanie wydajnosci kwantowej fluorescencji barwnikéw przez zmiane lepkosci
rozpuszczalnika i jaki wptyw na te zmiany ma liczba grup —-OMe i —CF3 w strukturze
i topologia czasteczki.

Dla dziewieciu zwigzkéw zmierzono ®» w roztworach o réznym sktadzie obje-
tosciowym metanol-gliceryna, w kroku co 20%. Z przedstawionych w Tab. 5.4 i na
Rys. 5.6 wynikéw wida¢, ze wydajnos¢ kwantowa fluorescencji zmniejsza sie przy
zmianie rozpuszczalnika z niepolarnego chloroformu, ktéry nie tworzy wiazan wodo-
rowych, na polarny metanol, tworzacy silne wiazania wodorowe. Jednak ogdlny trend
zostal zachowany: zwigzki o niskiej fluorescencji w chloroformie, wykazuja takze
niska wydajnos¢ kwantowa fluorescencji w metanolu. Zmiana lepkosci roztworu,
przy zastosowaniu gliceryny, prowadzi do istotnych zmian dla wszystkich uktadéw
z wyjatkiem zwiazku CF3Bt4-OMe, dla ktorego wydajnos¢ kwantowa fluorescencji
w czystym metanolu wynosi 98.8% i pozostaje praktycznie niezmienna przy przejsciu
do lepkiego $rodowiska. W przypadku izomeru tej czasteczki o odwrdconej topologii,
OMeBt4-CF3, w metanolu ® » wynosi 0.8%, natomiast w glicerynie 10.8%, co ozna-
cza trzynastokrotny wzrost wydajnosci kwantowej fluorescencji wraz ze wzrostem
lepkosci otoczenia. Najwiekszy wzrost wydajnosci kwantowej fluorescencji w roztwo-
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rze gliceryny, w poréwnaniu z roztworem w metanolu, zaobserwowano dla zwigzkow
OMeBtH i HBt4-CF3: odpowiednio 27— i 23-krotny.

Tabela 5.4: Wartosci wydajnosci kwantowej fluorescencji w metanolu ® »(m) i gli-
cerynie ®p(g) [%] oraz wspotczynnik kierunkowy liniowej korelacji dla funkcji
log®r = a - logn + b dla zwigzkéw badanych w roztworach o réznej lepkosci

Zw. (RBtR) dr(m) Pp(g) a R?
OMeBt4-CF3 0,8 10,8 0,36 0,973
OMeBtH 0,4 11,4 0,44 0,994
OMeBt4-OMe 2,4 28,4 0,35 0,983

HBt4CF3 0,6 14,3 0,46 0,971
HBtH 2,0 18,9 0,35 0,988
HBtOMe 26,5 73,3 0,15 0,952
CF3Bt4-CF3 1,6 242 0,39 0,959
CF3BtH 4,0 36,0 0,30 0,987
CF3Bt4-OMe 99,8 98,2 0,01 0,000

Dla kazdej czasteczki dato sie zaobserwowac liniowa zaleznos¢ miedzy logaryt-
mem dziesietnym wydajnosci kwantowej fluorescencji i logarytmem lepkosci (Rys.
5.8). Mozna stwierdzi¢, ze w przypadku takiej korelacji, wspétczynnik kierunkowy
prostej bedzie okreslat czulo$¢ barwnika na zmiany lepkosci (Tab. 5.4). Na Rys.
5.8 zamieszczono trzy panele w ktérych znajduja sie wyniki eksperymentalne dla
badanych zwiazkéw, a kazdy z paneli odpowiada kolejno seriom OMeBtR’, HBtR’
i CF3BtR’. Takie zestawienie podkresla, jak podstawnik w grupie fenylowej wptywa
na nachylenie prostej zmian logarytmu wydajnosci kwantowej fluorescencji wraz
ze zmiang logarytmu lepkosci. W podgrupie OMeBtR’ (panel pierwszy) nie wida¢
zalezno$ci wspdtczynnika kierunkowej prostej od podstawnika w grupie fenylowej,
a najwiekszy wzrost wydajnosci kwantowej fluorescencji ze zmiang lepkosci wyka-
zuje pochodna OMeBtH. W przypadku podgrupy HBtR’ wida¢, ze nachylenie prostej
zmienia sie wraz ze zmiana podstawnika R’, najwieksze nachylenie uzyskano dla
pochodnej HBt4-CF3, a najmniejsze — dla HBt4-OMe. Podobne zmiany wida¢ na
panelu trzecim, dla zwigzkéw CF3BtR’. Wspotczynnik kierunkowy prostej dla funkeji
log®r = a - logn + b maleje w szeregu CF3BtCF3, CF3BtH, CF3Bt4-OMe, a ostatnia
pochodna nie zmienia wydajnosci kwantowej fluorescencji pod wplywem lepkiego
srodowiska, jak rowniez pod wplywem wiazan tworzacych sie wodorowych. Zwiazek
HBt4-CF; jest zatem najbardziej czuly na zmiany lepkosci rozpuszczalnika. Z drugiej
strony, zwiazki posiadajace grupe metoksylowq w pierscieniu fenylowym charakte-
ryzowaly sie najnizsza odpowiedzig na zmiany lepkosci srodowiska (OMeBt4-OMe,
HBt4-OMe) lub jej brakiem CF3;Bt4-OMe. Ogodlnie, dla zwiazkéw o najnizszej ¢ p
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w chloroformie, zauwazono najwiekszy wzrost wydajno$ci kwantowej fluorescencji
wraz ze wzrostem lepkosci medium.
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Rys. 5.8: Zalezno$¢ log @ od logn dla dziewieciu pochodnych w mieszaninach
o réznym stosunku objetosciowym metanolu i gliceryny

Dla trzech zwiazkéw, OMeBt4-OMe, OMeBtH, HBt4-OMe, wyznaczono czas
zycia fluorescencji w metanolu i glicerynie. Dla pozostalych zwigzkéw wyznaczenie
tej wielkosci dla roztworéw w metanolu nie byto mozliwe z powodu limitu detekcji
aparatury. Jednak z Tab. 5.5 wynika, ze zmiana nielepkiego metanolu na gliceryne
w badanej grupie zwiazkéw powoduje spadek nieradiacyjnej statej szybkosci o rzad
wielkosci. Dla pochodnej OMeBt4-OMe zmiana ta prowadzi do odwrdcenia domina-
cji procesu bezpromienistego nad procesem promienistym, z czego wynika wzrost
wydajnosci kwantowej fluorescencji z 27 do 73%. Dla pozostatych dwéch zwiazkdéw,
mimo tak duzej zmiany stalej szybkosci przej$¢ bezpromienistych, nadal pozostaje
ona wieksza od statych szybkosci przej$¢ promienistych. Ogdlnie mozna powiedziec,
ze ograniczenie ruchéw czasteczki w stanie wzbudzonym wynikajace ze wzrostu lep-
kosci rozpuszczalnika, w ktérym ona sie znajduje, powoduje znaczacy spadek statej
szybkosci przejs¢ bezpromienistych bez istotnej zmiany stalej szybkosci przejs¢ pro-
mienistych. Balans miedzy nimi powoduje zatem zwiekszenie prawdopodobienstwa
przejs¢ promienistych, a tym samym wzrost wydajnosci kwantowej fluorescencji.

Tabela 5.5: Czas zycia fluorescencji [ns] oraz state szybkosci przejs¢ promienistych
i bezpromienistych [10? s~!] dla OMeBt4-OMe, OMeBtH, HBt4-OMe w metanolu

i glicerynie

Metanol Gliceryna

Zw. (RBtR") T k, k., T k, k.

OMeBt4-OMe 0.14 0.18 7.23 1.15 0.25 0.62
OMeBtH 0.12 0.04 8.45 1.08 0.11 0.82
HBtOMe 0.68 0.39 1.08 1.58 0.46 0.17

Opis uzyskanych wynikéw pozwala odpowiedzie¢ na pytanie stawiane na po-
czatku tego podrozdziatu, czy za pomoca zmiany ilosci i pozycji podstawnikow
—CF3 i -OMe mozliwe jest sterowanie wydajno$cia kwantowa fluorescencji, a takze
zamierzona modyfikacja wlasciwosci fotofizycznych poprzez zmiany lepkosci srodo-
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wiska. Ta druga cecha jest niezwykle wazna ze wzgledu na potencjalne aplikacje
projektowanych tu zwigzkéw. Zmniejszenie drgan czasteczki w stanie wzbudzonym
poprzez oddziatywania z biomolekutami moze korzystnie wptywac na jej wlasciwosci
emisyjne. To zjawisko zostatlo wykorzystane w badaniach przeprowadzonych w gru-
pie dr hab. inz. Joanny Olesiak-Banskiej, prof. PWr (Politechnika Wroctawska). Dla
barwnikéw OMeBtH, HBt4-OMe oraz OMeBt4-OMe wykonano testy oddzialywania
z agregatami biatkowymi. Wybrane barwniki odznaczaly sie zadowalajaca czutoscia
na zmiany lepkosci srodowiska. Dodatkowo, obecnos¢ grup —OMe przesuwata ich
absorpcje batochromowo wzgledem pozostatych fluoroforéw. Dla kazdego z bada-
nych barwnikéw zauwazono wzrost ¢ po zwigzaniu z amyloidami insuliny wotowe;j.
Najwyzsza wartos$¢ wydajnosci kwantowej fluorescencji, 94%, osiagnieto dla HBt4-
OMe. Co ciekawe, w przypadku tego zwiazku, wydajnos¢ kwantowa fluorescencji
w glicerynie osiggneta wartos¢ 73,3%. Dla kazdego z trzech zwigzkéw zauwazono
wyzsze warto$¢ wydajnosci kwantowej fluorescencji po zwigzaniu z amyloidami w
poréwnaniu z roztworami w glicerynie. Wyznaczone czasy zycia fluorescencji (Tab.
5.6) pozwolily obliczy¢ state szybkosci przejs¢ promienistych i bezpromienistych
dla roztworéw zawierajacych uklady amyloid-biatko. Podobnie jak w przypadku
roztworow gliceryny, dla zwigzkéw zwigzanych z amyloidami zaobserwowano spa-
dek wartosci stalej szybkosci przejs¢ bezpromienistych w stosunku do tych otrzy-
manych dla roztworéw w nielepkich rozpuszczalnikach. Wartosci k,,,, byly nawet
mniejsze niz dla gliceryny, skad wynika wyzsza wydajnos¢ kwantowa fluorescencji
wybranych barwnikéw. Czasteczki zwigzane z biatkiem maja ograniczong swobode
ruchéw, co zmniejsza prawdopodobienstwo konwersji wewnetrznej. Wyniki poka-
zaly, ze pochodna OMeBt4-OMe wykazywata wiekszy wzrost wydajnosci kwantowej
fluorescencji po zwigzaniu z amyloidami niz wzrost obserwowany dla Tioflawiny T.

Tabela 5.6: Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji @ [%], czas zycia fluorescencji 7
[ns], state szybko$ci przejé¢ promienistych k, i bezpromienistych k,, [10° s~!] dla
OMeBtH, HBt4-OMe oraz OMeBt4-OMe wyznaczonych po zwigzaniu z amyloidami

Zw. (RBtR) P T k, Ky

OMeBt4-OMe 75,3 2,45 0,32 0,10
OMeBtH 27,5 1,93 0,14 0,37
HBtOMe 94,4 1,98 0,48 0,03

Zespot z Politechniki Wroctawskiej przetestowat réwniez omawiane zwigzki pod
wzgledem absorpcji dwufotonowej. W badaniu potwierdzono, ze mozliwe jest dwu-
fotonowe wzbudzenie czasteczki. Jest to niezaprzeczalna zaleta proponowanego
rdzenia fluorescencyjnego [173]. Zdolnos¢ absorpcji dwufotonowej niesie ze sobg
ogromy potencjatl aplikacyjny, ktéry moze zosta¢ wykorzystany w mikroskopii wie-
lofotonowej o wysokich rozdzielczo$ciach. Niestety, potozenie maksimum absorpcji,
odpowiadajacemu energii z zakresu UV, moze utrudnia¢ ewentualne wykorzystanie
tych zwiazkéw in vivo. Badania jednoznacznie wskazaly, ze konieczne jest dalsze
optymalizowanie wlasciwosci badanych pochodnych w kierunku uzyskania struk-
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tur o batochromowo przesunietej absorpcji i fluorescencji. Z serii zwigzkow, ktére
zsyntetyzowano w ramach niniejszej pracy, jak dotad, najwigksze przesuniecie wi-
doczne byto dla pochodnych OMeBt4-NMe; i CF3Bt4-NMe,. Architektura A—A-D
i wysoka wydajnos¢ kwantowa fluorescencji drugiego zwigzku, podobnie jak po-
chodnej CF3Bt4-OMe, moze sugerowac, ze lepkos¢ rozpuszczalnika nie wptynie na
intensywnos¢ fluorescencji, co uniemozliwi planowanie aplikacji w bioobrazowaniu.
Jednak zmiana lepkosci srodowiska to nie jedyny parametr, ktérych zmiany mozna
sledzi¢ za pomoca barwnikéw fluorescencyjnych. Badania przeprowadzone przez
Potopnyka i wspotpracownikéw wskazuja istotne zmiany w potozeniu maksimum
fluorescencji pod wplywem zmiany polarnosci rozpuszczalnika [153]. Zmiana wia-
sciwosci fotofizycznych wraz ze zmianami polarnosci otoczenia czasteczki moze
zosta¢ wykorzystana w projektowaniu odpowiedzi sond fluorescencyjnych na bodzce
zewnetrzne. Zatem kolejny krok w podjetych badaniach stanowito zaprojektowanie
zwiazku o strukturze zoptymalizowanej juz wprost pod katem badania agregacji
amyloidéw.

5.5 Wplyw charakteru podstawnikéw na wlasciwosci agre-
gacyjne

W poprzednich rozdziatach opisano wplyw podstawnika w barwnikach na wtasci-
wosci emisyjne w roztworze z uwzglednieniem zmian lepkosci roztworu, w ktérym
barwnik sie znajduje. Zauwazono, ze dla wybranych zwiazkéw wzrost lepkosci zwiek-
sza wydajnos¢ kwantowg fluorescencji poprzez hamowanie ruchéw czasteczkowych
powodujacych bezpromieniste przejscia do stanu podstawowego. Innym eksperymen-
talnym sposobem potwierdzenia hipotezy, ze ruchy te odpowiadaja za wygaszanie
fluorescencji w analizowanych uktadach moze by¢ zbadanie zjawiska agregacji.

Formowanie sie agregatdw mozna obserwowac w roztworach o duzym stezeniu
lub w roztworach wodnych, a takze w mieszaninach rozpuszczalnikéw, w ktérych
woda jest gtéwny sktadnikiem. W dalszej czesci opracowania zostang przedstawione
wyniki badan wtasciwosci fotofizycznych barwnikéw w roztworach o réznej zawarto-
sci wody w mieszaninie z THF. Znaczace zmiany we wlasciwosciach fotofizycznych
barwnikéw w roztworach o systematycznie zmienianym stosunku objetosciowego roz-
puszczalnikéw pozwala na ustalenie takiego sktadu mieszaniny, w ktérym zaczynajq
formowac sie agregaty w mieszaninie. W kolejnym kroku mozliwa jest charakte-
rystyka fotofizyczna agregatow. Niestety, proponowane podejscie wprowadza do
rozwazanego uktadu dodatkowe stopnie swobody. W przypadku mieszanin z du-
zym udzialem wody powstaja agregaty, czyli skupiska czasteczek fluoroforu, ktére
otoczone sg czasteczkami dwdch rozpuszczalnikéw — wody i THF. Sama zmiana
polarnosci zastosowanej mieszaniny rozpuszczalnikéw, wynikajaca z modyfikacji jej
sktadu, moze istotnie wplywac na obserwowane witasciwosci fotofizyczne barwnikow.
Wprowadzenie barwnika fluorescencyjnego do prébki zawierajacej znaczng ilos¢
wody moze powodowac jego agregacje, modyfikujac w niekontrolowany sposob
wlasciwosci fotofizyczne, co moze zosta¢ mylnie interpretowane na przyktad jako
skuteczne wykrywanie analitu w probce biologicznej. Z drugiej strony, otrzymywane
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agregaty barwnikéw moga stuzy¢ jako sonda fluorescencyjna, stad konieczne jest
precyzyjne poznanie ich wlasciwosci.

Dla zbadania procesu agregacji badanych zwiazkdéw, znaczenia rozpuszczalnikow
w tym procesie oraz ich wplywu na wtasciwosci fotofizyczne agregatéw, przygo-
towano mieszaniny THF/woda o zawartosci wody (objetoSciowo) od 0 do 90%.
Nastepnie przygotowano roztwory, w ktorych ilos¢ wody zwiekszono tak, aby byta
mozliwa rejestracja fluorescencji, zas barwnik nie ulegt wytraceniu (od 93 do 97%
wody).
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Rys. 5.9: Zmiana intensywnosci fluorescencji CF3sBt4-OMe w czasie dla roztworu
zawierajacego 75% wody

Na uwage zastuguje fakt, ze proces formowania agregatéw nie jest natychmia-
stowy, a mieszanina potrzebuje czasu, aby osiggnac¢ stan rownowagi. Czas ten jest
rézny w zaleznosci od sktadu mieszaniny i rodzaju badanego zwiazku. Nalezy wiec
ostroznie podchodzi¢ do wynikéw uzyskiwanych bezposrednio po przygotowaniu
roztworu. Widac to na przykladzie zwiazku CF3;Bt4-OMe w jego roztworze zawiera-
jacym 75% wody (Rys. 5.9). Wykres pokazuje zmiane intensywnosci fluorescencji
monitorowanej przy 420 nm w czasie. W ciggu pierwszych 5 minut od rozpoczecia
pomiaru, intensywnos¢ fluorescencji bardzo szybko spada. Po 5 minutach spadek
ten jest mniej wyrazny, ale utrzymuje sie do 30 min. Zatem, w przypadku badan
agregacji konieczne byto monitorowanie, czy i jak zmienia sie widmo emisji w czasie
pomiardw. Przedstawiony przyktad jest skrajnym wynikiem, uzyskanym podczas pro-
wadzonych eksperymentéw. Przy wyzszych zawarto$ciach wody w mieszaninie, stan
rownowagi w roztworze ustalal sie znacznie szybciej. Podobne zaleznos$ci intensyw-
nosci fluorescencji od czasu zauwazono réwniez dla innych zwiazkdw, przy sktadzie
rozpuszczalnikéw o minimalnej zawartosci wody, dla ktérej zachodzita agregacja.
Kinetyka tych zmian nie bedzie dyskutowana w dalszej czesci opracowania. Jest to
jedynie uwaga, na jakie trudnosci mozna sie natkna¢ podczas prowadzenia tego typu
eksperymentéw.

Potozenie stanu réwnowagi zalezy rowniez od temperatury. Dla poprzednio przy-
toczonego przyktadu (CF3Bt4-OMe), ktory w procesie agregacji wykazuje spadek
intensywnosci fluorescencji, zbadano, jak temperatura wplynie na zachowanie agre-
gatow oraz whasciwosci fluorescencyjnych badanych barwnikéw. W tym celu przygoto-
wano roztwdr zawierajacy 75% wody. Roztwdr o takim sktadzie wybrano ze wzgledu
to, ze przy wspomnianym sktadzie mieszaniny rozpuszczalnikow zaobserwowane
pierwsze oznaki zmiany intensywnosci fluorescencji, gdy ilos¢ wody w mieszaninach

53



5.5. Wplyw charakteru podstawnikéw na wlasciwosci agregacyjne

Temperatura [°C]
—20
—30
—40

50
—60

o
>

Flu. Int. / a.u.
I
=

o
N

=4
o

w
a
o

400 450 500 550 600 650
A/ nm

Rys. 5.10: Zmiana intensywnosci fluorescencji w zaleznosci od temperatury CF3Bt4-
OMe w roztworze zawierajacym 75% wody

byta zwigkszana. Zwigzek CF3Bt4-OMe w mieszanie o zawarto$ci wody na poziomie
70% charakteryzowat sie silng fluorescencja. Zwiekszenie tej zawartosci do 75%
spowodowato znaczny spadek intensywnos$ci wywotany formowaniem sie agregatow.
Po przygotowaniu roztworu zmierzono widmo fluorescencji w 20°C. W nastepnym
kroku ogrzano mieszaning do 30°C i ponownie zmierzono widmo zauwazajac znaczy
wzrost intensywnosci. Nastepnie obserwowano, jak zmienia sie intensywnos¢, reje-
strujac widma fluorescencji kolejno w temperaturach 40, 50 i 60°C. W przypadku
podwyzszania temperatury intensywnos¢ fluorescencji zwiekszata sie w kazdym
kroku (Rys. 5.10). W ten sposéb udato sie wykazac, ze wraz ze wzrostem tempera-
tury nastepuje uwalnianie czasteczek barwnika z agregatow. Warto zaznaczy¢, ze
efekt ten jest wiekszy niz negatywny wplyw temperatury na emisje, kiedy to zwykle
ogrzewanie roztworow barwnikéw powoduje obnizenie intensywnosci fluorescencji.
Na podstawie przedstawionych wynikéw nie mozna jednak uznac¢ tego zachowania
za ogolng prawidlowos¢, poniewaz zbadano jedynie jeden sktad mieszaniny zwigzku
CF3;Bt4-OMe, nie rozszerzajac badan na inne barwniki. Jednak takie zachowanie
agregatow wybranego barwnika jest warte odnotowania.

Badania agregacji w roztworach o duzej zawartosci wody przeprowadzono dla
tych samych dziewieciu zwiazkow, ktére poddano eksperymentom ze zmianami lep-
kosci roztworu.W przypadku wzrostu lepkosci rozpuszczalnika wydajnos¢ kwantowa
fluorescencji wzrastata dla wszystkich barwnikéw, z wyjatkiem CF3;Bt4-OMe, dla
ktérego wydajnos¢ ta byta stala bez wzgledu na lepkos¢ i wynosita blisko 100%.
Oznaczalo to, ze dla pozostatych zwigzkéw opisanych w podrozdziale 5.4 lepki roz-
puszczalnik wplywal na szybkos¢ bezpromienistej konwersji do stanu podstawowego,
wynikajaca z ruchéw czasteczek. W przypadku agregacji, obserwowano wzrost lub
zmniejszenie wydajnosci kwantowe;j fluorescencji, a tendencja tych zmian zalezata
gléwnie od podstawnika w pierscieniu fenylowym. W serii zwiazkéw OMeBtR’ in-
tensywnos¢ fluorescencji w THF i jego mieszaninach z woda do zawartosci 70%
wody nie zmieniala sie istotnie. Dla zawartos$ci wody 75% zwigzek OMeBt4-CF3
agregowatl, w wyniku czego zaobserwowano znaczacy wzrost intensywnosci fluore-
scencji. Tendencja wzrostowa utrzymywatla sie do osiggniecia 90% wody, dla ktorej
to mieszaniny osiagnieto 14-krotny wzrost intensywnosci fluorescencji wzgledem
tej zmierzonej dla roztworu przy zawartosci wody 70%. Dla pozostatych zwigzkéw
rowniez zaobserwowano wzrost intensywnosci fluorescencji spowodowane agregacja.
Nastepowat on po przekroczeniu zawarto$ci wody 80 i 85% odpowiednio dla zwiaz-
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Tabela 5.7: Whasciwosci fotofizyczne barwnikéw w THF i agregatéw w mieszaninie
rozpuszczalnikow (97% wody)

THF Agregaty
Zw. (RBtR)) ATHE Oy Nage Qoo

OMeBt4-CF3 496,0 1 483,5 61
OMeBtH 464,0 1 464,5 17
OMeBt4-OMe  457,5 8 471,5 27
HBt4-CF3 451,0 1 453,5 53
HBtH 445,0 2 450,5 25
HBt4-OMe  419,0 48 476,5 18
CF3Bt4-CF3 451,5 2 458,0 14
CF3BtH 428,0 9 442,5 14
CF3Bt4-OMe  413,0 88 508,0 11

kow OMeBt4-OMe i OMeBtH (Rys. 5.11, lewy panel). Dla agregatow zauwazono
réwniez zmiany potozenia pasma emisyjnego w stosunku do pasm zmierzonych
w THF. Dla OMeBt4-CF3, po agregacji nastepowato hipsochromowe przesuniecie
maksimum emisji wzgledem pasma zarejestrowanego w roztworze THF z 495,0 do
483,5 nm. Dla zwigzku OMeBtH potozenie maksimum emisji zmienialo si¢ jedynie
0 0,5 nm dla agregatow w stosunku do widma zarejestrowanego w THF. Najwieksza
zmiane w potozeniu pasma emisyjnego agregatéw zaobserwowano dla OMeBt4-
OMe, gdzie maksimum emisji batochromowo przesuwato sie o 14 nm w stosunku
do roztworu THF. Oczywistym jest, ze wraz ze zmianami intensywnosci fluorescen-
cji dla tych zwigzkoéw, wzrastata wydajnos¢ kwantowa fluorescencji zmierzona dla
agregatow, w porownaniu do roztworéw w THF. Najwiekszy wzrost ®» wida¢ dla
OMeBt4-CF3. Dla pochodnej tej w tetrahydrofuranie wydajnos¢ kwantowa wynosi
1%, natomiast dla agregatéw otrzymanych w roztworze zawierajacym 97% wody
osiggnela ona wartos¢ 61%. Dla OMeBtH zmiana ta byla mniejsza, z ®p réwnej
1% w THF do 17% dla agregatéw. Najmniejszy przyrost wydajnosci kwantowe;j flu-
orescencji widoczny jest dla OMeBtOMe: z ¢ (THF) = 8% w roztworze, zas dla
zdyspergowanych agregatow wartos¢ @ osiggneta 27%. Oznacza to, ze dla kazdej
z omawianych pochodnych wystepuje zjawisko emisji indukowanej agregacja, a jego
intensywnos$¢ zalezy od podstawnika w pierscieniu fenylowym.

Dla kolejnych serii, HBtR’ oraz CF3BtR’, roznice we wlasciwosciach emisyjnych
agregatow istotnie zaleza od podstawnika R’. W serii HBtR’ wyrazne zmiany foto-
fizyczne, spowodowane agregacja, zaobserwowano w mieszaninach zawierajacych
powyzej 80% wody. Dla agregatéw zwigzkéw HBtR’ pasma emisji przesuwaja sie
batochromowo. Najwigksze przesuniecie widoczne jest dla HBt4-OMe, z 419 nm
w THF do 475,5 nm dla agregatéw, a najmniejsze dla HBt4-CF3 (3,5 nm). Zmiany
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intensywnosci fluorescencji wraz ze zmiang sktadu mieszaniny w tej serii (Rys. 5.11,
srodkowy panel) pokazuja, ze w zaleznosci od podstawnika R’ nastepuje wzrost (dla
HBt4-CF3) lub spadek (dla HBt4-OMe) fluorescencji po utworzeniu agregatow w roz-
tworze. Podobnie w serii CF3BtR’, w ktorej proces agregacji zauwazono w roztworach
z zawarto$cig wody powyzej 75%, potozenie pasma emisyjnego réwniez przesuwa
sie w strone wiekszych dtugosci fal, jak w przypadku zwiazkéw HBtR’. Najwieksze
przesuniecie ku czerwieni widoczne jest dla zwiazku oznaczonego CF3;Bt4-OMe,
(413,0 vs 508,0 nm), a najmniejsze dla CF3BtH (14,5 nm). Dodatkowo, tendencja
zmiany intensywnosci fluorescencji wraz ze zmiang sktadu mieszaniny (Rys. 5.11,
prawy panel) jest taka sama dla CF3BtR’, jak dla HBtR’: dla CF3;Bt4-CF3 intensyw-
nos¢ fluorescencji po agregacji rosnie, a dla CF3Bt4-OMe spada. Podobne réznice
wida¢ w wydajnosciach kwantowych fluorescencji dla roztworéw barwnikéw w THF
i roztworow agregatéw. Dla pochodnych z podstawnikiem -OMe w pierscieniu fe-
nylowym agregacja powoduje wygaszenie fluorescencji. Dla HBtOMe wydajnos¢
kwantowa fluorescencji spada z 48% w THF do 18% dla agregatow. Podobnie dla
CF3BtOMe - tu spadek ® 5 jest 8-krotny, z 88% w roztworze do 11% dla agregatéw.
Nalezy zauwazy¢, ze odwrotnie dzieje si¢, gdy donor elektronéw (podstawnik -OMe)
w grupie fenylowej zastagpiony zostanie akceptorem (podstawnik -CF3). Agregaty
HBt4-CF; wykazuja wydajnos¢ kwantowq fluorescencji na poziomie 53%, podczas
gdy w roztworze THF warto$¢ ta wynosi 1%. Podobnie dla CF3Bt4-CF3: wzrost ®p
jest 7-krotny, z 2% w THF do 14% dla agregatéw.

Analizujac wyniki wydajnosci kwantowej fluorescencji dla wszystkich badanych
zwiazkéw, najwiekszy jej wzrost zaobserwowano dla OMeBt4-CF;, a nastepnie
kolejno dla HBt4-CF;3 i CF3Bt4-CF;. Z przedstawionych danych jasno wynika, ze
dla tych trzech pochodnych dochodzi do zjawiska wywotania lub wzmocnienia
emisji na skutek agregacji, a dla pochodnych HBt4-OMe i CF3Bt4-OMe mozemy
moéwi¢ o wygaszaniu fluorescencji spowodowanym agregacja (ACQ). W przypadku
pochodnych bez podstawnika w grupie fenylowej réwniez wystepuje efekt wzrostu
wydajnosci kwantowej fluorescencji w wyniku agregacji. Dla agregatéw zwigzkéow
OMeBtH, HBtH, CF3BtH wydajnos¢ kwantowa fluorescencji wynosi odpowiednio 17,
251 14%.

14 T . OMeBt4-OMe + HBt4-OMe » CF,Bt4-OMe
12 | - omestH + HBtH L« CF,BtH
« OMeBt4-CF, + HBU4-CF, » CF,Bt4-CF,

il
—h— h—h—k—

o = N W » o O N
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Rys. 5.11: Zmiana intensywnosci fluorescencji dla roztwordw zwiazkéw w zaleznos$ci
od sktadu rozpuszczalnika

W celu zrozumienia, jak agregacja wplywa na prawdopodobienistwo zajscia pro-
cesOw promienistych i bezpromienistych, zmierzono czasy zycia fluorescencji dla
zwigzkéw rozpuszczonych w THF oraz agregatéw. Jak wida¢ w Tab. 5.8 agregacja
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5.5. Wplyw charakteru podstawnikéw na wtasciwosci agregacyjne

powoduje wydtuzenie czasu zycia fluorescencji. Dla zwigzku CF3Bt4-OMe czas ten
jest najdluzszy i wynosi 12,4 ns, zas agregacja nie wplywa na szybkos¢ przejsc bez-
promienistych (poréwnywalnej do jej wartosci dla roztworu), ale znaczaco zmienia
stalg szybkosci przejs¢ promienistych. Jednak agregacja, oprécz unieruchomienia
czasteczki, powoduje pojawienie sie silnych oddzialywan miedzyczasteczkowych.
Te dwa czynniki bezposrednio wplywaja na state szybkos$ci przejs¢ promienistych
i bezpromienistych. Dla CF;Bt4-OMe stata szybkosci przejs¢ promienistych zmienia
sie z 0,52 do 0,01 -10° s~!, co w rezultacie powoduje znaczny spadek wydajno-
$ci kwantowej fluorescencji. Z wyjatkiem OMeBt4-CF3; i HBt4-CFj3, stale szybkosci
przej$¢ promienistych sa nizsze dla omawianych zwiazkow niz te wyznaczone dla
roztworéw w THF, co moze wynikac z silnych oddzialywan miedzyczasteczkowych.
Znacznie réznice miedzy szybkosciami przejs¢ bezpromienistych zaobserwowano
dla barwnikéw w roztworze THF, w poréwnaniu z ich agregatami. Z wyjatkiem
CF3Bt4-OMe, unieruchomienie czasteczek w agregatach powoduje znaczne obnize-
nie wartosci stalych szybkosci przejs¢ bezpromienistych. Wynika¢ to moze, podobnie
jak w przypadku lepkich roztwordw, z ograniczania drgan czasteczek, a tym samym
zmniejszenia prawdopodobienstwa bezpromienistych przejs¢ w wyniku konwersji
wewnetrzne;j.

Tabela 5.8: Czas zycia fluorescencji 7 [ns] oraz stale szybkosci przejs¢ promienistych
ky. i bezpromienistych k,,, [10° s~!] wyznaczonych w THF i dla agregatéw

THF Agregaty
Zw. (RBtR’) T k, Kk T k.  ky

OMeBtCF; 0,09 0,12 11,60 2,96 0,21 0,13
OMeBtH 0,09 0,12 11,60 2,96 0,06 0,28
OMeBtOMe 0,29 0,28 3,19 2,42 0,11 0,30
HBtCF; 0,06 0,16 15,87 291 0,18 0,16
HBtH 0,09 0,23 11,44 4,98 0,05 0,15
HBtOMe 1,22 0,39 0,43 6,74 0,03 0,12
CF3BtCFs 0,06 0,37 17,94 3,74 0,04 0,23
CF3;BtH 0,38 0,24 2,42 4,49 0,03 0,19
CF3BtOMe 1,68 0,52 0,07 12,37 0,01 0,07

W tym przypadku sterowanie zjawiskami wzmacniania lub wygaszania fluore-
scencji barwnikdw zawierajacych rézne podstawniki wynika z balansu miedzy od-
dzialywaniami miedzyczasteczkowymi (negatywny wplyw), a ograniczeniem drgan
czasteczek (pozytywny wplyw). W celu ograniczenia znaczenia oddziatywan mie-
dzyczasteczkowych mozna wprowadzi¢ do czasteczki inny, wiekszy, podstawnik,
wywotujac w ten sposéb zawade steryczna, przeciwdziatajaca zblizaniu sie do siebie
czasteczek barwnika.
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ROZDZIAL 6

Wplyw struktury silnego donora
elektronow na wlasciwosci
fotofizyczne

6.1 Seria zwiazkow z silnym donorem elektronéw

Na podstawie wpltywu charakteru podstawnikéow na witasciwosci fotofizyczne
barwnikéw opisanych w poprzednich podrozdziatach, zaproponowano modyfikacje
podstawnikéw donorowych. Zabieg miat na celu dalsze przesuniecie batochromowe
widm emisyjnych z zachowaniem wysokiej wydajnosci kwantowej fluorescencji.
Ostatecznym celem miato by¢ testowanie otrzymanych zwiazkéw w bioobrazowaniu.

Doniesienia literaturowe wskazuja, ze modyfikacje strukturalne grupy aminowe;j
(silnego donora elektron6w) moga wpltyna¢ na wtasciwosci fotofizyczne barwnikéw,
takie jak potozenie maksimum absorpcji, emisji oraz wydajnos¢ kwantowg fluorescen-
cji [174-177]. Podobne zmiany zauwazono réwniez dla pochodnej Tioflawiny T (Rys.
3.1) nazwanej Tioflawing X, w ktérej oryginalna grupe N,N-dimetyloaminowgq zasta-
piono pirolidynowa. W efekcie uzyskano batochromowe przesuniecie pasm absorpcji
i emisji, ale rowniez zmiane stopnia wigzania z amyloidami. Wykazano, ze dzieki tak
matej zmianie strukturalnej mozliwe jest wykrywanie agregatow o mniejszej masie
i strukturalnie réznych agregatow biatkowych, w poréwnaniu z Tioflawing T [178,
179]. Dla innej serii zwigzkéw o strukturze podobnej do Tioflawiny T zauwazono,
ze zmiana podstawnika -NMes na morfolinowy (por. Rys. 6.1) spowodowala, ze
mozliwe bylo oznaczenie réznic strukturalnych agregatéw biatkowych [180].
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6.1. Seria zwigzkéw z silnym donorem elektronéw

Zatem do realizacji celu zalozonego w niniejszej pracy, zaprojektowano i otrzy-
mano serie szeSciu barwnikéw o topologii A-A-D, ktére wykazuja wewnatrzcza-
steczkowe przeniesienie tadunku. Role donora elektronéw tym razem pehnity grupy
aminowe o roznej architekturze, wynikajacej z obecnosci dodatkowych atomoéw,
usztywnienia struktury i/lub wprowadzenia pierscieni aromatycznych. W rozwaza-
niach uwzgledniono pochodne zawierajace podstawowa grupe N,N-dimetyloaminowaq
CF3;BtNMe,, pirolidynowa CF3BtPyr oraz pochodng morfolinowa CFs;BtMor, za-
wierajaca atom tlenu, bedacy akceptorem wigzan wodorowych. Serie trzech amin
alifatycznych dopekniaja pochodne z dodatkowymi pierscieniami aromatycznymi,
grupy: N,N-difenyloaminowa CF3BtDPA, karbazolowa CF3BtCz oraz fenoksazynowa
CF3;BtPhenox (Rys. 6.1). Grupa N,N-difenyloaminowa jest zwykle wprowadzana do
struktury barwnikéow w celu uzyskania emisji indukowanej agregacja [181, 182], co
pozwala przypuszczac, ze pochodna CF3BtDPA bedzie mogta by¢ wykorzystana do
wykrywania agregatéw biatkowych [183, 184]. Podobnie czasteczki zawierajace kar-
bazol znalazly zastosowanie w detekcji S-amyloidéw [185], stad mozna spodziewaé
sie podobnej skutecznos$ci zaproponowanej w tej serii pochodnej CF3;BtCz.

________________________

8- qpp qoj@ )

________________________

Rys. 6.1: Struktura zwigzkéw CF3BtR’ z silnymi donorami elektronéw

W tabeli 6.1 zestawiono wtasciwosci fotofizyczne szesciu pochodnych z Rys. 6.1,
zmierzone w chloroformie i wyraznie wskazujace na podzial serii na dwie pod-
grupy zwiazkéw: zawierajace alifatyczng oraz aromatyczng grupe aminowa. Trzy
pierwsze zwiazki z Tab. 6.1, CF3Bt4-NMe,, CF3BtPyr i CFsBtMor, charakteryzujq
sie stosunkowo niewielkim przesunieciem Stokesa i wysoka wydajnoscia kwantowa
fluorescencji. Maksimum absorpcji tych zwiazkéw miesci sie miedzy 415,5 nm dla
CF3BtMor a 437,5 nm dla CF3BtPyr. Hipsochromowe przesuniecie pasma absorpcyj-
nego dla pochodnej morfolinowej wynika z obecnosci silnie elektroujemnego atomu
tlenu w strukturze donora, co powoduje wyrazny efekt indukecyjny, zmniejszajac tym
samym wiasciwosci donorowe podstawnika. Dodatkowym efektem strukturalnym
moze by¢ znacznie r6zna od posotatych alifatycznych podstawnikéw geometria mor-
foliny, nawiazujaca ksztaltem do cykolheksanu. Tendencja ta nie jest zachowana
w przypadku polozenia pasma emisyjnego: dla CF3;Bt4-NMe,, CF3;BtPyr i CF;BtMor
maksimum potozone jest odpowiednio przy 462,0, 471,5 i 464,0 nm. Najmniejsze
przesuniecie Stokesa odnotowano dla CF3Bt4-NMe; (1580 cm™!), a najwieksze w tej
grupie wyznaczono dla CF3BtMor (2516 cm™!). Dodatkowo, pasma w widmach
emisyjnych trzech pierwszych zwigzkéw (CF3Bt4-NMes, CF3BtPyr i CF3BtMor) sg
wagskie i stanowia niemalze lustrzane odbiciem pasm absorpcyjnych, co wskazuje na
minimalna reorganizacje strukturalng czasteczek po wzbudzeniu (Rys. 6.2). Najwiek-
sza wydajnos¢ kwantowa fluorescencji zaobserwowano dla CF3BtMor — wynosita ona
98%. Zwiazki CF3Bt4-NMe, i CF3BtPyr wykazywaly poréwnywalna wydajno$¢ kwan-
towa fluorescencji, odpowidnio, 94 i 95%. Z monoeksponencjalnych krzywych zaniku
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6.1. Seria zwigzkow z silnym donorem elektronéw

fluorescencji dla tych barwnikéw wyznaczono czas zycia fluorescencji, ktérego warto-
sci sa podobne dla i mieszcza sie w przedziale od 1,73 do 1,83 ns. Na ich podstawie
obliczono stale szybkosci przejs¢ promienistych i bezpromienistych. Dla pochodnej
CF3;BtMor state te wynosza odpowiednio 0,57 i 0,01, wykazujac dominujacy wptyw
procesu promienistego w relaksacji wzbudzonej czasteczki do stanu podstawowego.
Podobnie sytuacja wyglada dla pochodnych pirolidynowej i N,N-dimetyloaminowe;.

Tabela 6.1: Wtasciwosci fotofizyczne zwigzkéw CF3BtR’ w chloroformie: dtugosc
fali w maksimum absorpcji A% [nm], dtugo$¢ fali w maksimum fluorescencji <7,
[nm], przesuniecie Stokesa SS [cm~!], wydajno$¢ kwantowa fluorescencji @5 [%],
czas zycia fluorescencji 7 [ns], stata szybkoéci przej$¢ promienistych k, [109 s~1]

i bezpromienistych k,, [10° s7']

Zw. (RBtR") \abs Aem SS O T k, Ky

max max

CF3Bt4-NMe, 430,5 462,0 1580 94 1,80 0,52 0,03

CF3BtPyr 437,5 471,5 1648 95 1,83 0,52 0,03
CF3BtMor 415,5 464,0 2516 98 1,73 0,57 0,01
CF3BtDPA 442,5 541,5 4132 63 3,94 0,16 0,09
CF3BtCz 413,5 584,5 5530 58 6,32 0,09 0,07

CF3;BtPhenox 338,0  437,0 6703 0.5 1,66 0,01 0,60
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Rys. 6.2: Widma absorpcji (czarny) i fluorescencji (czerwony) dla pochodnych donor-
akceptor

Dla zwigzkdéw zawierajacych aromatyczng grupe aminowa, CFsBtDPA, CF3BtCz
oraz CF3;BtPhenox, wyniki uzyskane w chloroformie znacznie réznia sie od wcze-
$niej omawianych rezultatow dla pochodnych alifatycznych. W widmie absorpcji
CF3BtDPA przedstawionym na czwartym panelu Rys. 6.2 widoczne jest intensywne
pasmo, potozone przy 442,5 nm, zwiazane z absorpcja zwigzang ze znacznym we-
wnatrzczasteczkowym przeniesieniem tadunku. Dla CF3BtCz w widmie absorpcyjnym
obserwuje sie¢ dwa, wzglednie blisko potozone pasma: pierwsze, o wiekszej inten-
sywnosci, potozone jest przy 413,5 nm, natomiast maksimum pasma o mniejszej
intensywnosci znajduje sie przy 338,6 nm. Dwa pasma na widmie absorpcyjnym
mozna zauwazy¢ rowniez dla zwigzku CF3;BtPhenox (Rys. 6.3). Tu intensywne
pasmo znajduje sie przy 339,0 nm, zas szerokie pasmo absorpcyjne o matej inten-
sywnosci, wynikajace z wewnatrzczasteczkowego przeniesienia tadunku — przy 488
nm. Krétkofalowe pasmo widoczne w widmach CF3BtCz i CFsBtPhenox odpowiada
prawdopodobnie przej$ciom elektronowym w czesci benzotiazolowej. W celu po-
twierdzenia tej hipotezy na Rys. 6.3 poréwnano ze soba widma absorpcji zwigzkéw
CF3;BtPhenox i niepodstawionego w pierscieniu fenylowym CF3;BtH. Ich pasma ab-
sorpcyjne w znacznym stopniu pokrywaja sie ze sobg. Sugeruje to stabe sprzezenie
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6.1. Seria zwigzkow z silnym donorem elektronéw

miedzy donorem elektrondéw a pozostalg czescig czasteczki CFsBtPhenox, ktére moze
by¢ efektem skrecenia grupy fenoksazynowej wzgledem benzotiazolu.

| CF,;BtH
CF;BtPhenox
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06 |
<
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Rys. 6.3: Widma absorpcji zwiazkow CF3BtPhenox (czarna linia) i CF3BtH (niebieska
linia) w chloroformie

Na Rys. 6.2 pokazano réwniez widma fluorescencji dla CFsBtDPA i CF3BtCz. Dla
tych zwigzkéw pasma emisyjne posiadaja znacznie wieksza szerokos¢ potéwkowa
w stosunku do pasm absorpcji. Poszerzenie pasm emisji w stosunku do pasm absorp-
cyjnych moze wynikac z relaksacji wibracyjnej. Maksimum tych pasm znajduje si¢
przy 541,5 i 584,5 nm odpowiednio dla pochodnej difenyloaminowej i karbazolowe;j.
Zatem CF3BtDPA i CF3BtCz charakteryzuja sie wiekszym przesunieciem Stokesa niz
pochodne bez pierscieni aromatycznych w strukturze donora. Dla CF3BtCz przesunie-
cie Stokesa wynosito 5852 cm~!, a dla CF3BtDPA — 4132 cm™~!. Moze to wskazywa¢
na wiekszy wzrost momentu dipolowego w stanie wzbudzonym, w poréwnaniu do
momentu dipolowego w stanie podstawowym, dla pochodnych CFsBtDPA i CF3BtCz
niz dla zwiazkéw z alifatyczna grupa aminowa: CF3BtNMey, CF3BtPyr i CFsBtMor.

Roéznica miedzy podzbiorami alifatycznych i aromatycznych donoréw widoczna
jest rowniez w przypadku pozostatych wiasciwosci fotofizycznych. Zwiazki CF3BtDPA
i CF3BtCz charakteryzuja sie znacznie nizszymi wydajnosciami kwantowymi fluore-
scencji niz pochodne ich odpowiedniki alifatyczne (odpowiednio 63 i 58%), natomiast
czas zycia fluorescencji wydtuza sie dla czasteczek pierwszych. Wyznaczone state
szybkosci przejs¢ promienistych i bezpromienistych pokazuja, ze dla pochodnej di-
fenyloamminowej i karbazolowej prawdopodobienistwo przejs¢ promienistych jest
znacznie mniejsze niz dla pochodnych z niearomatycznymi grupami donorowymi.
Wzrost statych szybkosci przejs¢ bezpromienistych CF3BtDPA i CF3BtCz w stosunku
do poprzednich pochodnych sugeruje, ze po wzbudzeniu czasteczki moze nastepowac
wzrost kata dwusciennego miedzy donorem elektrondw i rdzeniem benzotiazolowym
w czasteczce. Wzrost kata miedzy fragmentami czasteczki powoduje jednak zwiek-
szenie prawdopodobienistwa wewnetrznej konwersji do stanu podstawowego przez
przeciecie ptaszczyzn energii potencjalnej stanu podstawowego i wzbudzonego. Ener-
gia takiego skreconego wzbudzonego stanu singletowego z wewnatrzczasteczkowym
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6.1. Seria zwigzkéw z silnym donorem elektronéw

przeniesieniem tadunku moze by¢ bliska energii stanu trypletowego, co moze pro-
wadzi¢ do przej$¢ miedzysystemowych i otwiera¢ droge kolejnym bezpromienistym
Sciezkom dezaktywacji stanu wzbudzonego.

Zwiazek CF3BtPhenox wykazuje wtasciwosci fotofizyczne zdecydowanie rézniace
sie od pozostatych w serii. Charakteryzuje sie on najwiekszym przesunieciem Stokesa,
wynoszacym az 6700 cm~!. Wydajno$¢ kwantowa fluorescencji tego zwiazku jest
bardzo niska (®r = 0,5%). Staba emisja pochodnej fenoksazynowej wynika z nieko-
rzystnego stosunku stalych szybkosci przejs¢ promienistych i bezpromienistych: ki,
jest kilkadziesiat razy wyzsza niz k.

Flu. Int. / a.u.

300 400 500 600 700
A/ nm

Rys. 6.4: Widma absorpcji i fluorescencji dla pochodnej CF;BtPhenox w zaleznosci
od dlugosci fali wzbudzenia

Na uwage zastuguja réwniez zaobserwowane zmiany potozenia pasm emisyjnych
w zaleznosci od dtugosci fali wzbudzenia w CF3BtPhenox. Na Rys. 6.4 zamieszczono
widmo absorpcji i widma emisji uzyskane w wyniku wzbudzenia promieniowaniem
o réznej energii, co prowadzi do zmian w polozeniu i ksztalcie pasm emisyjnych.
W przypadku wzbudzenia swiattem o dtugosci fali 380 nm zarejestrowano widmo
fluorescencji, w ktérym pasmo emisyjne potozone jest przy 437 nm. Pasmo to jest
lustrzanym odbiciem krétkofalowego pasma absorpcyjnego. Obnizenie energii wzbu-
dzenia do wartosci odpowiadajacej dtugosci fali 420 nm spowodowato znaczne
przesuniecie maksimum emisji z 437 do 512 nm. Wzbudzenie promieniowaniem
o dtugosci fali 440 nm, nie wywotato dalszych zmian w potozeniu maksimum emi-
sji, jednak znaczaco obnizyto intensywnos¢ fluorescencji. Gdy zwigzek wzbudzano
promieniowaniem o energii odpowiadajacej dtugosci fal 460 nm i 488 nm, czyli
lokalnym maksimom absorpcji pasma z przeniesieniem tadunku, maksimum pasma
emisyjnego przesuwalo sie do 627 nm. Niezaleznie od dtugosci fali wzbudzenia,
intensywnos¢ fluorescencji pozostawata na bardzo niskim poziomie. Stata szybkosci
przej$¢ bezpromienistych dla CFsBtPhenox rdznita sie o rzad wielkosci od odpowied-
nich statych dla pozostatych barwnikéw serii. Eksperymentalnie potwierdzono te
hipoteze, przeprowadzajac badania w laboratorium prof. Elia Zysmana-Colmana (Uni-
wersytet w St. Andrews, Wielka Brytania). Dzieki odgazowaniu roztworu zwigzku
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6.2. Wplyw polarnosci rozpuszczalnika na wtasciwosci fotofizyczne zwigzkow
z silnym donorem elektronéw

CF3;BtPhenox uzyskano wzrost intensywnosci fluorescencji o 23%. Wyeliminowanie
tlenu z roztworu umozliwito wyznaczenie bieksponencjalnej krzywej zaniku fluore-
scencji, na podstawie ktérej wyznaczono dwa czasy zycia fluorescencji (5,44 i 434
ns). Jednoznacznie wskazuje to na przejScie miedzysystemowe do stanu trypletowego
czasteczki, ktéry po odgazowaniu nie moze by¢ wygaszany przez tlen czasteczkowy,
a nastepnie powr6t do stanu singletowego barwnika w wyniku odwréconego procesu
przejscia miedzysystemowego (TADF). Potwierdzenie tego mechanizmu, interesujace
pod wzgledem poznawczym, nie doprowadzi jednak do praktycznego zastosowa-
nia tej pochodnej jako efektywnego emitera TADF, ze wzgledu na niska wydajnos¢
kwantowq fluorescencji. Procedure odtlenienia probki przed pomiarem powtdrzono
dla barwnika CF3BtDPA, jednak zabieg nie wplynat istotnie na intensywnos¢ flu-
orescencji, a zmierzona krzywa zaniku fluorescencji pokrywata sie z tq wyznaczong
W roztworze zawierajacym tlen.

6.2 Wplyw polarnosci rozpuszczalnika na wlasciwosci foto-
fizyczne zwiazkow z silnym donorem elektronow

Jak pokazano w rozdziale 5.4, lokalna zmiana lepkosci w otoczeniu czasteczki
moze powodowac modyfikacje jej wtasciwosci fotofizycznych, dzieki czemu mozliwe
jest zastosowanie barwnikéw jako sond fluorescencyjnych. Inna wtasciwoscia srodo-
wiska wplywajacq na fotofizyke czasteczek chemicznych jest zmiana jego polarnosci.
Efekt solwatochromowy (Rozdz. 2.4.1, [186]), obserwowany dla zwigzkéw organicz-
nych, moze by¢ wykorzystywany nie tylko do wykrywania agregatéw biatkowych,
ale takze innych biomolekut [187-190]. Zatem naturalnym nastepnym krokiem
podjetych badan stato sie systematyczne zbadanie wpltywu zmian polarnosci roztwo-
row na wihasciwosci fotofizyczne barwnikéw z réznymi podstawnikami aminowymi.
W tym celu przeprowadzono eksperyment polegajacy na przygotowaniu roztworow
fluoroforéw w heksanie i w THF oraz w ich mieszaninach o réznych proporcjach
objetosciowych obu rozpuszczalnikdéw, przy zachowaniu statego stezenia barwnika.

W tabeli 6.2 zestawiono wartosci dlugosci fali odpowiadajacej potozeniu maksi-
mum fluorescencji w heksanie i THF oraz odpowiadajace im wydajnosci kwantowe
fluorescencji. Wida¢, ze pochodne zawierajace w czesci donorowej grupy alkilowe
wykazuja praktycznie niezmienna ®» w zakresie od 93% do 100%. W tej podgrupie
zwiazkow jedynie pochodna CF3;Bt4-NMey; w THF wykazuje nieco nizsza warto$¢ ®p
wynoszaca 83%. Dla zwiazkéw CF3;Bt4-NMe,, CF3;BtPyr i CFsBtMor potozenie maksi-
mum emisji w heksanie jest podobne i miesci sie w przedziale od 432,0 do 436,5 nm.
W tetrahydrofuranie maksimum emisji przesuwa sie batochromowo w stosunku do
niepolarnego heksanu o ponad 50 nm. Znacznie wieksze réznice widoczne sa w przy-
padku pochodnych z pierscieniami aromatycznymi w strukturze donora. Z wyjatkiem
pochodnej CF3BtPhenox, fluorofory tej grupy wykazuja wysoka wydajnos¢ kwantowgq
fluorescencji w heksanie, wynoszaca 95 i 88% odpowiednio dla CF3BtDPA i CF3BtCz.
Dla CFs;BtPhenox wydajnos¢ kwantowa fluorescencji wyniosta tylko 1,3%. Dla po-
chodnych N,N-difenyloaminowej i karbazolowej w tetrahydrofuranie zaobserwowano
z kolei znaczny spadek ®» wzgledem pomiaréw w heksanie — do odpowiednio 11
i 20%. Zwiazek CF3BtPhenox praktycznie nie wykazywat fluorescencji w roztworze
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6.2. Wplyw polarnosci rozpuszczalnika na wlasciwosci fotofizyczne zwigzkow
z silnym donorem elektronéw

Tabela 6.2: Wtasciwosci emisyjne zwiazkédw z silnym donorem elektronéw w heksa-
nie i THF: dlugos¢ fali w maksimum emisji \,,,, [nm] oraz wydajnos¢ kwantowa
fluorescencji ®p [%]

Heksan THF
Zw. (RBtR) A g A g
CF3Bt4-NMe,y 432,0 95 485,0 83
CF3BtPyr 436,5 99 489,0 100
CF3BtMor 435,0 100 490,0 93
CF3;BtDPA 490,5 95 616,5 11
CF3BtCz 468,0 88 582,0 20

CF3BtPhenox 640,0 1,3 - -

THF. Dla zwiazkéw CF3BtDPA, CF3BtCz i CF3BtPhenox polozenie maksimum emisji
w heksanie wynosi odpowiednio 490,5, 468,0, i 640,0 nm. Dtugos¢ fali przy maksi-
mum emisji w THF wyznaczono jedynie dla CF3BtDPA i CF3BtCz. Pasmo emisyjne
przesuwato sie wyraznie batochromowo dla tych zwigzkéw do odpowiednio 616,5
i 582 nm wzgledem potozenia maksimum emisji w heksanie.

Na Rys. 6.5 przedstawiono zmiany widm fluorescencji dla roztworéw barwnikow
w heksanie, THF oraz ich mieszaninach, ktére przygotowano dla 10 do 90% objeto-
sciowych rozpuszczalnikéw z krokiem co 10%. Na kazdym z paneli przedstawiono
zestaw widm dla kolejnych zwigzkéw CF3Bt4-NMe,, CF3BtPyr oraz CF3BtMor. Na
kazdym z tych zestawow widm mozna zaobserwowa¢ podobne tendencje. Waskie
pasmo emisyjne o najwiekszej intensywnosci przy najkrétszej dlugosci fali mozna
przypisa¢ roztworowi w heksanie (kolor niebieski). Przy rosnacym udziale tetrahy-
drofuranu w mieszaninie, maksimum emisji systematycznie przesuwa si¢ w strone
dtuzszych fal. Zmienia sie réwniez ksztalt pasma emisyjnego. Juz w przypadku mie-
szaniny zawierajacej 10% THF widoczne sg znaczne poszerzenie pasma emisyjnego,
a jednoczesnie spada intensywno$¢ emisji w maksimum fluorescencji.

Najwiekszy spadek intensywnosci fluorescencji w widmie pierwszej mieszaniny
(10% THF) w poréwnaniu do widma zmierzonego w heksanie zaobserwowano dla
zwiazku CF3BtPyr (Srodkowy panel, Rys. 6.5), natomiast najwieksze przesuniecie
maksimum emisji, 19,5 nm, miedzy heksanem i mieszaning o zawartosci 10% THF
uzyskano dla pochodnej CFsBtMor. Wynik ten jest nieznacznie wiekszy dla wynikéw
zarejestrowanych dla pozostatych czasteczek (odpowiednio 18,5 oraz 17,5 nm dla
CF3BtNMe; i CF3BtPyr). W przypadku kolejnych mieszanin o rosnacej polarnosci,
utrzymuje sie tendencja batochromowego przesuniecia maksimum emisji wraz ze
zwiekszajaca sie zawartoscia THF. Zmiany te sa systematyczne, pozwalajace skorelo-
wac polozenie maksimum emisji z polarnoscia roztworu, wyrazona przez zawartosci
THF w mieszaninie z heksanem. Zatem, dla sekwencji trzech zwiazkéw zawierajacych
aminowe podstawniki alifatyczne wykreslono zaleznos¢ zawartosci THF w mieszani-
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Tabela 6.3: Czas zycia fluorescencji 7 [ns] oraz state szybkosci przejs¢ promienistych
k. i bezpromienistych k,, [10° s~!] wyznaczone w heksanie i THF dla zwiazkéw
z silnym donorem elektronéw

Heksan THF

Zw. (RBtR)) T k, Ky T k, Ky,

CF3BtNMe, 1,537 0,62 0,03 1,806 0,46 0,09
CF3BtPyr 1,532 0,65 0,01 1,977 0,51 0,00
CF3BtMor 1,499 0,67 0,00 1,855 0,50 0,05
CF3BtDPA 3,242 0,29 0,01 0,946 0,11 0,94
CF3BtCz 3,495 0,25 0,04 2,612 0,08 0,30
CF3;BtPhenox 0,864 0,02 1,14 - - -

nie od dtugosci fali w maksimum emisji (Rys. 6.6). Zauwazono, ze przypadku pochod-
nych z niearomatycznymi grupami aminowymi, struktura donora nie ma wptywu
na obserwowane zmiany wtasciwosci fotofizycznych w wyniku zmiany polarnosci
otoczenia. Mimo spadku intensywnosci fluorescencji i poszerzeniu widm emisyjnych
wraz ze zmiang polarnosci rozpuszczalnika, wydajnos¢ kwantowa fluorescencji bada-
nych zwiazkéw pozostata na wysokim poziomie. Zmiany widoczne w pasmach emisji
dla zwiazkow w tej serii wynika z dodatniego efektu solwatochromowego opisanego
w podrozdziale 2.4.1.
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Rys. 6.5: Widma fluorescencji zwigzkéw CF3BtNMes, CF3BtPyr, CFsBtMor w roztwo-
rach o réznej polarnosci, od niepolarnego heksanu (niebieski) do THF (czerwony)
i ich mieszaninach (szary)

Wyraznie inaczej zachowuja sie zwiazki zawierajace w strukturze aromatyczng
grupe aminowaq: CF3BtDPA, CF3BtCz i CF3;BtPhenox. Wyniki dla CF3BtPhenox
pokazuja, ze w heksanie i mieszaninie zawierajacej 10% THF barwnik wykazuje
fluorescencje o bardzo niskiej intensywnos$ci. W przypadku kolejnych mieszanin
i roztworu w tetrahydrofuranie, fluorescencja dla CF;BtPhenox jest catkowicie wyga-
szona. Znacznie bardziej interesujace jest zachowanie pozostaltych dwoéch pochod-
nych. Podobnie jak dla wczes$niej omawianych zwigzkéw z aminowa grupq alifa-
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Rys. 6.6: Krzywe zaleznosSci potozenia dtugosci fali emisji od sktadu mieszaniny
heksan:THF dla CF3;Bt4-NMe,, CF3BtPyr i CFsBtMor

tyczna, zwiekszenie polarnosci roztworu powoduje takze batochromowe przesuniecie
maksimum emisji, jednak zmiany te sa znacznie wieksze dla CFsBtDPA i CF3;BtCz
niz dla zwigzkéw z donorem niearomatycznym. Odpowiednie zestawienie widm
fluorescencji jest przedstawione dla tej grupy zwiazkéw na Rys. 6.7. Dla CF3BtDPA i
CF3BtCz, podobnie jak dla zwigzkéw dyskutowanych powyzej, wzrost polarnosci roz-
puszczalnika spowodowat poszerzenie widm emisyjnych i towarzyszacy mu znaczny
spadek intensywnosci fluorescencji.
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Rys. 6.7: Widma fluorescencji zwiazkéw CF3BtDPA, CF3BtCz, CF;BtPhenox w roz-
tworach o réznej polarnosci od niepolarnego heksanu (niebieski) do THF (czerwony)
i ich mieszaninach (szary)

Zmiana polarnosci rozpuszczalnika badanych zwigzkéw wplywa réwniez na state
szybkosci przejs¢ promienistych i bezpromienistych (Tab. 6.3). W przypadku zwiaz-
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kéw CF3Bt4-NMe,, CF3BtPyr i CFsBtMor zwiekszenie polarnosci rozpuszczalnika
powoduje zwiekszenie czasu zycia fluorescencji w THF w stosunku do roztworu w
heksanie. Wynika to z nizszej wartosci stalej szybkosci przejs¢ promienistych w tetra-
hydrofuranie niz w rozpuszczalniku niepolarnym. W roztworach heksanu &, miesci
sie w przedziale od 0,62 do 0,67 - 10 s~!, a w THF od 0,46 do 0,51 - 10? s~!. Stala
szybkosci przej$¢ bezpromienistych pozostaje niewielka, niezaleznie od rozpuszczal-
nika. W efekcie, dla zwigzkéw z alifatyczng grupa aminowa wydajnos¢ kwantowa
fluorescencji ma wysoka wartos¢ we wszystkich roztworach. W przypadku pochod-
nych CF3BtDPA i CF3BtCz wzrost polarnos$ci rozpuszczalnika wywotluje silniejsze
zmiany wartosci statych szybkosci proceséw dezaktywacji stanéw wzbudzonych. W
przypadku pochodnej N,N-difenyloaminowej zmiana rozpuszczalnika z heksanu na
THF powoduje znaczny wzrost stalej szybkosci przejs¢ bezpromienistych z jedno-
czesnym zmniejszeniem statej szybkosci przejs¢ promienistych. Najwiekszg zmiane
wida¢ dla CF3BtDPA, dla ktérego w roztworze heksanu szybkos¢ zmian fotofizycz-
nych opisuja state szybko$ci k, = 0,29 i k,, = 0,01 - 10° s~!, a w roztworze THF k,
= 0,111k, = 0,94 - 10° s~!. Podobne tendencje zachowane sa dla CF3BtCz. Taki
balans wartosci k; i k,,, prowadzi do zwiekszenia prawdopodobienistwa bezpromieni-
stej Sciezki dezaktywacji stanu wzbudzonego. Takie same wnioski mozna wyciagna¢
po przeanalizowaniu danych dla CF3BtCz. Wzrost polarnosci sSrodowiska powoduje
zmniejszenie k, tej pochodnej z jednoczesnym znacznym zwiekszeniem wartosci k.
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Rys. 6.8: Krzywe zaleznosci potozenia dtugosci fali emisji od sktadu mieszaniny
heksan:THF dla CF3BtDPA i CF3BtCz

Podobnie, jak dla wczesniej dyskutowanych pochodnych z donorem alifatycznym,
dla CF3BtDPA i CF3BtCz polozenie pasm emisyjnych silnie zalezy od polarnosci
roztworu. Na uwage zasluguje fakt, ze skala polarnosci przygotowana w odniesieniu
do potozenia maksimum emisji tych zwiazkow miesci sie w przedziale 126 nm
w przypadku CF3;BtDPA oraz 114 nm dla CF3BtCz dla sekwencji rozpuszczalnikéw od
heksanu do tetrahydrofuranu. Dla pochodnych z alifatycznymi grupami donorowymi
roznica ta byta zdecydowanie mniejsza, wahajaca sie od 52,5 do 55,0 nm.
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6.3. Agregacja czasteczek z wewnatrzczasteczkowym przeniesieniem fadunku

Badania aplikacyjne oznaczania amyloidéw za pomocg otrzymanych w niniej-
szej pracy pochodnych benzotiazolu przeprowadzono w zespole dr hab. inz. Joanny
Olesiak-Banskiej, prof. PWr (Politechnika Wroctawska). Zauwazono, ze po zwigza-
niu barwnika z amyloidami insuliny bawolej, zmienia sie potozenie odpowiedniego
pasma emisji. Na Rys. 6.6 i 6.8 zielona, przerywang linia zaznaczono, gdzie znaj-
duje sie maksimum emisji tak przygotowanej prébki. Dla zwigzkéw CF3Bt4-NMes,
CF3BtPyr i CF3BtMor (Rys. 6.6) maksimum emisji znajduje sie odpowiednio przy
483,0, 486,0 i 479,6 nm. Dla pochodnej N,N-dimetyloaminowej i pirolidynowej war-
tosci te odpowiadaja polarnosci porownywalnej do roztworédw o zawartosci THF ok.
80%. W przypadku pochodnej morfolinowej maksimum emisji odpowiada polarnosci
charakteryzujacej roztwér o zawartosci THF ponizej 60%. W przypadku zwigzkéw
CF3BtDPA i CF3BtCz potozenie maksimum emisji prébki po zwigzaniu z amyloidami
znajduje sie odpowiednio przy 577,0 i 519,0 nm. Dla pochodnej CF3BtDPA wartos¢
potozenia pasma emisyjnego odpowiada polarnosci dla mieszaniny zawierajacej po-
nad 40% THF, natomiast dla CF3BtCz jest to dlugo$¢ fali, ktéra odpowiada polarnosci
mieszaniny zawierajacej ok. 30% THF. Wynik ten sugeruje, ze barwniki lokuja sie
w kieszeniach hydrofobowych agregatow biatkowych.

Tkanki zwierzece nie sg transparentne dla promieniowania odpowiadajacego
maksimum absorpcji badanych zwiazkéw, co uniemozliwia ich wykorzystanie wprost
w bioobrazowaniu in vivo. Mino to, mozna rozwazac ich zastosowanie pod warun-
kiem, zZe wykazuja one absorpcje dwufotonowa. W zespole z Politechnik Wroctawskiej
przeprowadzono takie badania. Wstepne pomiary potwierdzity, ze zaprojektowane
zwiazki zdolne sg do efektywnej absorpcji przy dtugosci fali w zakresie od 820 do
880 nm. Wartosci te mieszcza sie w tzw. pierwszym oknie biologicznym, odpowia-
dajacemu dlugosciom fali od 700 do 900 nm. W tym zakresie przepuszczalnos¢
Swiatla przez tkanki pozwala na wzbudzenie sondy fluorescencyjnej. Otrzymane
wyniki stanowig bardzo obiecujacy punkt wyjscia dla potencjalnych dalszych badan
podstawowych zmierzajacych w kierunku optymalizacji struktury barwnikéw majac
na celu uzyskanie wysokich przekrojéw czynnych na absorpcje dwufotonowa.

6.3 Agregacja czasteczek z wewnatrzczasteczkowym prze-
niesieniem tadunku

Ze wzgledu na rozwazane praktyczne zastosowanie badanych barwnikéw do
wykrywania zlogéw amyloidowych, charakterystyka tej grupy fluoroforéw zostata
uzupeiona o wtasciwosci fotofizyczne agregatow.

W tabeli 6.4 przedstawiono dane zwigzane z potozeniem maksimum emisji i
wydajnosciami kwantowymi fluorescencji w THF i agregatach otrzymanych dla
mieszaniny tetrahydrofuranu z woda, o zawartosci wody 90%. Jednak podczas
przygotowania roztworéw do badan zauwazono, ze po zwiekszaniu zawartosci
wody w mieszaninie powyzej 90% nastepowato wytracanie osadu, widocznego jako
zmetnienie probki.

Przed przystapieniem do pomiaréw spodziewano sie efektu wygaszania emisji
wynikajacej z agregacji dla pochodnej CF3Bt4-NMes, poniewaz zwigzek ten zostat
juz wczesniej opisany w literaturze i wyznaczono dla niego wydajnos¢ kwantowa
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fluorescencji w cienkiej warstwie. Wynosita ona zaledwie 3% [153]. Druga prze-
stankg dla takiego zachowania omawianej pochodnej byt fakt, ze w poprzedniej
serii zwiazek o analogicznej topologii A-A-D (CF3Bt4-OMe) réwniez wykazywat
wygaszenie fluorescencji w agregacie. Dla CF3Bt4-OMe w THF warto$¢ wydajno-
Sci wynosi 83%, zas w stanie zagregowanym spada do 2%. Zatem zaproponowane
w tym rozdziale barwniki zawierajace duza grupe aminowa, czyli zawade steryczna
zapobiegajaca nadmiernemu niekontrolowanemu zblizaniu sie do siebie czasteczek,
moga pozwoli¢ na unikniecie niepozadanych efektéw zwigzanych z wygaszaniem
fluorescencji/wytracaniem osadu.

Zwiazki o alifatycznej strukturze donora, czyli CF3BtPyr i CF3BtMor zachowy-
waly sie podobnie do znanej pochodnej CF;Bt4-NMe,. Zarejestrowano dla nich
drastyczny spadek wydajnosci kwantowej: ze 100 do 1% dla pochodnej pirolidyno-
wej oraz z 93 do 2% dla pochodnej morfolinowe;j. Dla tych zwiazkéw zaobserwowano
réwniez batochromowe przesuniecie maksimum emisji agregatéw w stosunku do
roztworow w THF. Dla CF3;BtPyr przesuniecie to bylo najwieksze i wynosito 59 nm,
a dla CF3Bt4-NMe, i CF3BtMor wynosito, odpowiednio, 47 i 15 nm. Nalezy zazna-
czy¢, ze wymienione pochodne zawieraja wzglednie maty alifatyczny podstawnik
elektronodonorowy.

Z drugiej strony, wlasciwosci fotofizyczne agregatéw zwiazkow zawierajacych
podstawniki o wiekszej zawadzie sterycznej, (CF3BtDPA i CF3BtCz), sa istotnie rézne
od powyzej omoéwionej sekwencji czasteczek z niewielka grupa aminowa. Dla agrega-
tow zwigzkéw CF3BtDPA i CF3BtCz pasma emisyjne przesuwaty sie hipsochromowo
w stosunku tych zmierzonych w roztworach THF. Dla CF3BtDPA polozenie maksi-
mum emisji zmieniato sie z 616,5 do 591,0 nm, natomiast dla CF3BtCz z 582,0
do 547,5 nm. Dodatkowo ®» w THF dla CF3BtDPA réwne jest 11%, natomiast dla
otrzymanych agregatéw ro$nie do 36% (Tab. 6.4. Dla pochodnej CF3BtCz agregaty
wykazuja jeszcze wyzsza wydajnos¢ kwantowgq fluorescencji wynoszaca 57%.

Tabela 6.4: Wtasciwosci fotofizyczne barwnikéw w THF i agregatach w mieszaninie
rozpuszczalnikéw (90% wody)

THF Agregaty
Zw. (RBtR)) ATHE Oryp Noges Do
CF3Bt4-NMe,  485,0 83 532,5 2
CF3BtPyr 489,0 100 547,0 1
CF3BtMor 490,0 93 505,0 2
CF3BtDPA 616,5 11 591,0 36
CF3BtCz 582,0 20 547,5 57
CF3BtPhenox - - 725,0 -

Istotne zmiany wida¢ réwniez w intensywnosci fluorescencji, zarejestrowanej przy
r6znym sktadzie mieszanin THF/woda. Na Rys. 6.9 na trzech panelach zamieszczono
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zmiany intensywnosci fluorescencji Al w zaleznos$ci od sktadu mieszaniny tak, ze
na kolejnych panelach znajduja sie wyniki dla CF3Bt4-NMes, CF3BtMor, CF3BtPyr
zaznaczone niebieska linig oraz wyniki dla ich analogéw z aromatycznymi donorami
(zielona linia). Zmierzona intensywnos¢ fluorescencji zostala znormalizowane dla
sktadu mieszaniny, dla ktérej zaobserwowano agregacje zwigzkéw. Punkt ten stat
sie odnosnikiem dla wyznaczania wzglednej intensywnosci emisji w przypadku
pozostatych widm, przy ré6znym sktadzie mieszanin rozpuszczalnikéw. Pozwolito to
na prostq identyfikacje zjawisk wygaszania lub wzmacniania emisji dzigki agregacji.

Dla wszystkich zbadanych zwigzkéw zaobserwowano spadek intensywnosci flu-
orescencji przy zawartosci wody 10% w mieszaninie z THF w poréwnaniu z czystym
rozpuszczalnikiem. Ta tendencja spadkowa utrzymywata sie do 70 lub 60% (w zalez-
nosci od barwnika). Nastepnie nastepowal wzrost (dla CF3Bt4-NMe, i CF3BtDPA,
pierwszy panel Rys. 6.9 oraz pochodne z aming aromatyczna na panelach drugim
i trzecim) lub jeszcze wiekszy spadek intensywnosci fluorescencji (pochodna piroli-
dynowa i morfolinowa — linia niebieska na panelach drugim i trzecim Rys. 6.9). Dla
pochodnej N,N-difenyloaminowej wzrost intensywnosci fluorescencji jest 60-krotny;,
a dla CF3BtCz intensywnos$¢ fluorescencji w agregacie jest ponad 90 razy wiek-
sza niz zmierzona dla mieszaniny zawierajacej 60% wody. W przypadku CF3;BtPyr
i CFsBtMor w wyniku agregacji nastepuje wygaszenie fluorescencji.
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Rys. 6.9: Zmiana intensywnosci fluorescencji dla roztworéw zwiazkéw w zaleznosci
od sktadu mieszaniny rozpuszczalnikéw THF i wody

Tabela 6.5: Czas zycia fluorescencji 7 [ns] oraz stale szybkosci przejs¢ promienistych
k. i bezpromienistych ky, [10° s~'] wyznaczonych w THF i dla agregatéw

THF Agregaty

Zw. (RBtR)) T k, k., T k, k.

CF3;Bt4-NMe, 1,81 0,46 0,09 4,23 0,01 0,23
CF3BtPyr 1,98 0,51 0,00 2,62 0,01 0,38
CF3BtMor 1,86 0,50 0,05 1,82 0,03 0,51
CF3BtDPA 0,95 0,11 0,94 3,82 0,09 0,17
CF3BtCz 2,61 0,08 0,30 7,72 0,07 0,06

72



6.3. Agregacja czasteczek z wewnatrzczasteczkowym przeniesieniem tadunku

W celu okreslenia, jak proces agregacji wptywa na szybkos¢ przejs¢ promienistych
i bezpromienistych, zmierzono czas zycia fluorescencji agregatéw w roztworach.
Dla zwigzkéw CF3Bt4-NMe,,CF3BtPyr,CF3BtDPA i CF3BtCz, agregacja powoduje
stabilizacje stanu wzbudzonego czasteczek, co powoduje zwiekszenie czasu zycia
fluorescencji w poréwnaniu z barwnikami w roztworach THF. Dla CF;BtPhenox
nie udato sie wyznaczy¢ czasu zycia fluorescencji. Najwieksza zmiane czasu zycia
fluorescencji pod wptywem agregacji wida¢ dla zwiazku CF3BtCz: 7 w roztworze
THF wynosi 0,95 ns, a dla agregatéw 3,82 ns. Dla agregatéw zwigzku CF;BtMor
czas zycia fluorescencji jest nieznacznie krdtszy niz ten wyznaczony w roztworze
THF (1,86 vs. 1,82 ns). W przypadku agregatéw zwigzkéw CF3Bt4-NMes, CFsBtMor,
CF3BtPyr znacznie zmniejsza sie stata szybkosci przej$¢ promienistych, w poréwna-
niu do wolnych czasteczek w roztworze. W roztworze THF warto$¢ stalej szybkosci
przej$¢ promienistych jest podobna i miesci sie w przedziale od 0,46 do 0,51 - 10% s~ !
(Tab. 6.5). Agregacja powoduje spadek do wartosci odpowiednio od 0,01 do 0,03.
Zmianom tych warto$ci towarzyszy rownocze$nie wzrost statych szybkosci przejsé¢
bezpromienistych. Powoduje to w konsekwencji modyfikacje stosunku ky,; i ky,, wyni-
kajacego z silnego oddzialywania miedzyczasteczkowego, co skutkuje zmniejszeniem
wydajnosci kwantowej fluorescencji agregatéw w poréwnaniu z roztworem THF.

W przypadku zwigzkéw z podstawnikiem zawierajacym pierscienie aromatyczne,
CF3BtDPA i CF3BtCz, stala szybkosci przejs¢ promienistych nie zmienia sie istotnie
po agregacji w poréwnaniu z wolnymi czasteczkami w THF. Dla CF3BtDPA wartos¢
ta zmienia sie z 0,11 - 10° s~' na 0,09 - 10° s~ !, a dla CF3BtCz z 0,08 - 10° s~! na
0,07 - 10° s~!. Znacznie wieksze réznice sa widoczne w statych szybkosci przejsé
bezpromienistych. Dla CF3BtDPA i CF3BtCz zaobserwowany zostal znaczny spadek
tych wartosci, najwiekszy dla pochodnej N,N-difenyloaminowej. W roztworze THF
stata szybko$ci przej$¢ bezpromienistych wynosi 0,94 - 10° s~!, a dla agregatéw
0,17 - 10° s~!. Wynika to z ograniczenia drgan czasteczek w wyniku agregacji, co
zmniejsza prawdopodobienstwo zajscia proceséw bezpromienistych.

Przedstawione powyzej wyniki otwieraja wiele mozliwosci aplikacyjnych. W szcze-
gblnosci potrzebne sg informacje o wlasciwosciach barwnikéw w bardzo polarnym
srodowisku, jakie wystepuje w komoérkach. Po wprowadzeniu do uktadu biologicz-
nego barwnikoéw fluorescencyjnych, moze spowodowac ich agregacje i ACQ. Takie
agregaty beda wykazywaly staba fluorescencje. Jednak, w wyniku silnego powi-
nowactwa barwnikéw z biomolekutami, moze nastepowa¢ uwalnianie czasteczek
z agregatow, ktére beda wigzaly sie np. z biatkami. W nastepstwie tego procesu
moze pojawic sie silna fluorescencja. Przykladem takiego wykorzystania jest uwal-
nianie sie czasteczek barwnika z agregatéw wykazujacych ACQ, ktére lokuja sie
sie w niepolarnych kieszeniach biatkowych ztogéw amyloidowych [191]. Pochodne
CF3;BtNMe;, CF3BtPyr i CF3BtMor wydaja sie dobrym wyborem do takiego zastoso-
wania. Wykazujq one bardzo staba wydajnos¢ kwantowa fluorescencji w agregacie, a
bardzo dobre wtasciwosci emisyjne w srodowisku niepolarnym i srednio polarnym, w
formie niezagregowanej. Natomiast dla zwiazkow CF3BtDPA i CF3BtCz, ich agregaty
posiadajg wysoka wydajnos¢ kwantowa fluorescencji, co moze pozwoli¢ im znalez¢
zastosowanie w bioobrazowaniu.
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ROZDZIAL :

Podsumowanie i wnioski

Hipoteza badawcza niniejszej pracy, postawiona w rozdziale 4.1, zawiera pytanie
o mozliwos¢ praktycznej realizacji projektowania fotoczutych czasteczek organicz-
nych pod katem ich konkretnych zastosowan. W ogdlnosci jest to problem bardzo
zlozony i wymaga szerokiego i doglebnego poznania mechanizméw determinujacych
wiasciwosci i zachowanie czasteczek w réznych warunkach eksperymentu, w srodo-
wiskach o réoznej naturze. Niezbedne, aby uzyskac recepte na stworzenie optymalne;j
struktury i odkry¢ ogdlne prawidtowosci, sa wnikliwe badania podstawowe danej
grupy zwigzkéw chemicznych. Pomimo duzej ilosci danych literaturowych dla flu-
oroforéw réznego rodzaju, ilos¢ czynnikow, ktéra nalezy wziaé¢ pod uwage w takich
rozwazaniach, i ich wzajemne relacje, powoduja, ze wciaz trudno jest sformutowac
ogdlne strategie projektowania barwnikéw. Obecna praca skoncentrowana jest na
uktadach zawierajacych rdzen fluorescencyjny inspirowany Tioflawing T, z wprowa-
dzona w celu usztywnienia struktury grupa BFs. Rdzen ten stanowi doskonata plat-
forme badan i testéw, poniewaz wprowadzone zmiany strukturalne powoduja istotne
modyfikacje wlasciwosci fotofizycznych uzyskanych uktadéw: potozenia maksimum
absorpcjii fluorescencji czy wydajnosci kwantowej fluorescencji.

W przedstawionej rozprawie doktorskiej zebrano i przedyskutowano wyniki
badan otrzymanych barwnikédw w oparciu o trzy kluczowe zmiany strukturalne:

1. zmiane potozenia podstawnikdéw o réznym charakterze donorowo-akceptorowym
w czasteczce, powodujaca zmiane topologii czasteczki;

2. wzmocnienie charakteru donorowego podstawnika;

3. zmiane wielkosci (i natury) silnego donora elektronéw.
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Rys. 7.1: Podsumowanie uzyskanych wynikéw: kluczowe zmiany strukturalne wpty-
wajace na wlasciwosci barwnikéw

Zastosowane strategie projektowania, wraz z kompilacja najwazniejszych uzyska-
nych podczas badan wynikéw, przedstawiono schematycznie dla wybranych barwni-
kéw na Rys. 7.1. Odpowiednio sformutowane zadania pozwolily na zaprojektowanie
i synteze palety barwnikdéw o znaczaco réznych wlasciwosciach fotofizycznych, zmie-
niajacych sie pod wptywem modyfikacji lepkosci lub polarnosci otoczenia. Potwierdza
to bez watpienia, ze juz taka ograniczona lista czynnikéw strukturalnych dla tylko
jednego rdzenia fluorescencyjnego, w potaczeniu z kontrolowanym wpltywem oddzia-
ywan miedzymolekularnych, dostarcza wystarczajaco szerokiej i elastycznej gamy
mozliwosci modyfikacji luminoforéw do réznorodnych zastosowan. Zatem mozna
stwierdzi¢, ze gtéwny cel badan, polegajacy na potwierdzeniu mozliwosci kontrolo-
wanej modyfikacji wtasciwosci fotofizycznych barwnikéw z rdzeniem inspirowanym
Tioflawing T, zostat osiagniety.

Wykazano, ze wprowadzenie do struktury badanych fluoroforéw podstawni-
kéw elektronodonorowych lub elektronoakceptorowych w czesci heterocyklicznej
i w grupie fenylowej wywiera wyrazny wptyw na wtasciwosci fotofizyczne czasteczek
w roztworach. Jednak juz w przypadku tego celu szczegétowego widoczna byta
czutos$¢ zwiazkéw nie wprost tylko na charakter podstawnika opisywany statag Ham-
metta, ale na balans kilku czynnikéw, przedyskutowanych na przyktad na podstawie
pochodnych OMeBt4-Cl i OMeBt4-Br. Nalezy zatem, podczas projektowania czate-
czek fluoroforéw, mie¢ na uwadze, ze wielowymiarowos¢ rozwazanego zagadnienia
generuje nieintuicyjne, na pierwszy rzut oka, zmiany wlasciwosci.

Do podobnych wnioskéw doprowadzity badania whasciwosci fotofizycznych anali-
zowanych serii fluoroforéw w otoczeniach o réznej polarnosci i lepkosci oraz w agre-
gatach (cele szczegdétowe 2 i 3 z Rozdziatu 4.1). Wida¢ tu jednoznacznie, ze kon-
trolowanie rodzaju obecnych oddziatywan miedzyczasteczkowych i ich wptywu na
wlasciwosci barwnikow stanowi ogromne wyzwanie i wymaga duzej ostroznosci.
Nawet czasteczki o takiej samej topologii, z donorem elektronéw w jednej z czesci flu-
orofora i akceptorem w drugiej (np. regioizomery OMeBt4-CF3 i CF3Bt4-OMe) moga
wykazywac skrajnie rézne wydajnosci kwantowe fluorescencji i dodatkowo przeciwne
zachowanie pod wplywem agregacji (por. dwa pierwsze panele Rys. 7.1). Jednak
niewatpliwie zgromadzone w ramach obecnych prac wyniki pomiaréw i doswiad-
czenie badawcze pozwalaja na zadowalajaco skuteczne przewidywanie wtasciwosci
kolejnych zwigzkéw-kandydatéw do badan aplikacyjnych. Stad nalezy uznac, ze
mimo braku jednej i niezmiennej strategii dla kolejnych zwiazkow, cel szczegétowy 4.
rowniez zostat osiagniety.
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Za najistotniejsze wyniki uzyskane w niniejszym projekcie nalezy uzna¢ zmiany
wlasciwosci fotofizycznych barwnikéw z silnym wewnatrzczasteczkowym przenie-
sieniem tadunku (panele 3 i 4 Rys. 7.1), w ktérych wzmocnienie charakteru dono-
rowego podstawnika zmienito istotnie potozenie maksimum absorpcji, bez zmiany
wydajnosci kwantowej fluorescencji. Wida¢ to wyraznie na przykladzie czasteczek
CF3Bt4-OMe i CF3BtPyr . Dodatkowo, zmiana wielkos$ci i natury silnego donora
elektronéw (CF3;BtPyr vs CF3BtCz) wplyneta na wielkos¢ zmian fotofizycznych, wraz
ze zmiang polarnosci rozpuszczalnika. Ta zmiana strukturalna spowodowata, ze
zwiagzek CF3BtCz wykazywal emisje wywotang agregacja, przeciwnie do CF3;BtPyr.

Ponadto uzyskane w ramach niniejszej pracy wyniki okazaty sie obiecujace nie
tylko z poznawczego punktu widzenia dla badan podstawowych w dziedzinie fotofi-
zyki zwiazkéw organicznych, ale takze zyskaty juz relatywnie duzy odzew w $srodowi-
sku, o czym $wiadczy m. in. kontynuacja badan we wspétpracy z grupa teoretyczng
z Nantes czy zespotem eksperymentalnym z Politechniki Wroctawskiej. Nawigzana
podczas projektu wspdtpraca z grupa Joanny Olesiak-Baniskiej pozwolita zrealizowa¢
cel szczegdtowy 5, czyli potwierdzi¢ przydatnos¢ zaprojektowanych i otrzymanych
zwigzkéw do badania wtasciwosci biomolekut.

Nalezy jednak podkresli¢, ze zebrane i przedyskutowane w niniejszej rozpra-
wie wyniki nie wyczerpujg tematu projektowania fluoroforéw organicznych oraz
zaplanowanego i celowego manipulowania ich wlasciwo$ciami fotofizycznymi pod
katem konkretnych zastosowan. Mimo iz przewidywanie potozenia maksiméw ab-
sorpcji i emisji barwnikéw wydaje sie by¢ relatywnie proste i przy wspomaganiu
nowoczesnymi technikami wykorzystujacymi np. algorytmy uczenia maszynowego
catkiem skuteczne, to temat precyzyjnego iloSciowego przewidywania wydajnosci
kwantowej fluorescencji nadal pozostaje wyzwaniem. Wynika to, jak pokazano w
niniejszej rozprawie, z faktu ze wlasciwos¢ ta jest bardzo czuta na wzajemne rela-
cje konkurencyjnych proceséw promienistych i bezpromienistych, prowadzacych do
dezaktywacji stanéw wzbudzonych czasteczki. Dezaktywacja ta, z kolei, moze zacho-
dzi¢ w rézny sposob. Nie jest wiec proste ani intuicyjne zaprojektowanie zwigzku o
zadanej wartosci wydajnosci kwantowej fluorescencji, nawet jesli wykorzystamy w
tym celu zaawansowane metody chemii kwantowej. Ponadto nalezy zaznaczy¢, ze w
przypadku aplikacji biomedycznych zwiazkow fotoczulych nalezy bra¢ pod uwage nie
tylko ich charakterystyke fotofizyczna, ale takze wiele innych czynnikéw takich jak
rozpuszczalnos¢, hydrofilowosé, toksycznosé, zdolnos¢ do przenikania przez btony
biologiczne itp., co pozostaje zupelnie poza zakresem badan niniejszej rozprawy.

Opisane zalezno$ci miedzy struktura zwigzku i jego wiasciwosciami dotycza tylko
uktadéw z rdzeniem inspirowanym struktura Tioflawiny T, ale w kompilacji z danymi
innych badan moga postuzy¢ jako punkt wyjscia do sformutowania analogicznych
strategii projektowania dla innych rdzeni fluorescencyjnych.
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Dodatki
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DODATEK A

Katalog zwiazkow
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OMeBt4-NMe,
Me0\©:s>_
N
N \)—< >—NM
F'.I?_o €2
F

zielone cialo state, e (CCCl3, M—tem™') 82300, 'H NMR (400 MHz, TMS, CDCl3):
§(ppm) 8.23 (d, 2H, J = 9.12 Hz), 7.87 (d, 1H, J = 9.00 Hz), 7.20 (d, 1H, J =
2.44 Hz), 7.11 (dd, 1H, J = 9.08, 2.56 Hz), 6.69 (d, 2H, J = 9.16 Hz), 3.87 (s, 3H),
3.11 (s, 6H). ''B (128 MHz, BF3- Et;0, CDCl3): 6 (ppm) 0.539 (t). '3C (100 MHz,
TMS, CDCl3) § (ppm): 172.4, 167.8, 158.0, 154.5, 134.3, 132.7, 128.0, 118.7, 117.2,
116.2, 111.0, 105.4, 55.9, 40.1 '9F (376 MHz, CFCl3, CDCI3): § (ppm) -138.6. APCI
HRMS (m/z) [M]" 376.1111, obliczona: 376.1103

OMeBt4-OMe

MeO\@s
N
/4
Fl:{?_-c:)—@—onue
F

zielone cialo state, e (CCCl3, M~tecm™!) 76900, 'H NMR (700 MHz, TMS, CDCl3):
o0(ppm) 8.36 (d, 2H, J = 9.03 Hz), 7.95 (d, 1H, J = 9.03 Hz), 7.26 (d, 1H, J =
2.52 Hz), 7.18 (dd, 1H, J = 9.10, 2.52 Hz), 7.00 (d, 2H, J = 8.96 Hz), 3.93 (s, 3H),
3.91 (s, 3H). !'B (128 MHz, BF3- Et;0, CDCl3): § (ppm) 0.576 (t). '3C (100 MHz,
TMS, CDCl3) ¢ (ppm): 172.3, 167.4, 164.8, 134.1, 132.7, 128.4, 123.3, 119.2, 116.8,
114.1, 105.3, 56.0, 55.6. '9F (376 MHz, from CFCl3, CDCl3): 6 (ppm) -137.6. EI
HRMS (m/z) [M]* 362.0703, obliczona: 362.0708

OMeBt4-Me
MEO\@s%
N
N’ \)—< >—
F,?—o Me
F

zielone cialo state, ¢ (CCCl3, M—'em~!) 33100, 'H NMR (700 MHz, TMS, CDCl3):
S(ppm) 8.29 (d, 2H, J = 8.25 Hz), 7.97 (d, 1H, J = 9.07 Hz), 7.33 (d, 2H, J = 7.95
Hz), 7.27 (d, 1H, J = 2.51 Hz), 7.00 (dd, 2H, J = 2.48, 9.00 Hz), 3.92 (s, 3H), 2.48
(s, 3H). 'B (128 MHz, BF3- Et,0, CDCl3): § (ppm) 0.771 (t). F (376 MHz, CFCls,
CDCl3): 6 (ppm) -137.3. APCI HRMS (m/z) [M]* 347.0844, obliczona: 347.0837

OMeBt3-Me

MeO S Me
{:EN_:C >_©

F’i
F

~Z

O,

zielone cialo state, ¢ (CCCl5, M~ lem~!) 30600, 'H NMR (700 MHz, TMS, CDCls;):
§(ppm) 8.22 (m, 1H), 8.20 (d, 1H, J = 7.84 Hz), 7.98 (d, 1H, J = 9.03 Hz), 7.47
(m, 1H), 7.42 (t, 1H, J = 7.60 Hz), 7.28 (d, 1H, J = 2.45 Hz), 7.21 (dd, 1H, J =
2.38, 9.10 Hz), 3.92 (s, 3H), 2.47 (s, 3H). ''B (128 MHz, BF;- Et,0, CDCl3): § (ppm)
1.038 (1). '3C (75 MHz, TMS, CDCl3) 6 (ppm): 172.2, 167.8, 158.5, 138.5, 135.1,
134.0, 131.0, 130.7, 128.7, 128.5, 127.5, 119.4, 117.0, 105.2, 55.9, 21.3. '*F (376
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MHz, CFCls, CDCl3): § (ppm) -137.2. APCI HRMS (m/z) [M]*+ 347.0842, obliczona:
347.0837

OMeBtH
Meo\©:5>_
N
4 Y < >
F':{rii—o
F

zielone cialo state, e (CCCl3, M—'em~') 28700, 'H NMR (400 MHz, TMS, CDCl3):
§(ppm) 8.40 (d, 2H, J = 8.50 Hz), 7.66 (t, 1H, J = 7.56 Hz), 7.53 (dd, 2H, J =
7.82 Hz), 7.28 (d, 1H, J = 2.65 Hz), 7.20 (dd, 1H, J = 9.04, 2.16 Hz), 3.92 (s, 3H).
1B (128 MHz, BF3- Et,0, CDCl3): 6 (ppm) 1.04 (1). '3C (100 MHz, TMS, CDCl3) §
(ppm): 172.2, 167.7, 158.6, 134.2, 134.0, 131.1, 130.9, 128.6, 119.4, 117.1, 105.2,
56.0. '9F (376 MHz, from CFCl3, CDCl3): 6 (ppm) -137.0. EI HRMS (m/z) [M]*
332.0605, obliczona: 332.0602

OMeBt4-Br

MBO\@s
N
B0
F

zielone cialo state, ¢ (CCCl;, M~ lem~!) 29000, 'H NMR (700 MHz, TMS, CDCl;):
5(ppm) 8.25 (d, 2H, J = 8.08 Hz), 7.98 (d, 1H, J = 9.08 Hz), 7.68 (d, 1H, J = 8.56
Hz), 7.22 (dd, 1H, J = 9.08, 2.52 Hz), 3.92 (s, 3H). !'B (128 MHz, BF3- Et;0, CDCl3):
§ (ppm) 1.012 (t). '3C (75 MHz, TMS, CDCl3) § (ppm): 171.9, 166.8, 158.6, 133.9,
132.0, 131.6, 130.0, 129.6, 128.8, 119.5, 117.3, 105.1, 55.9. 19F (376 MHz, CFCl;,
CDCl3): 6 (ppm) -136.9. APCI HRMS (m/z) [M]* 410.9787, obliczona: 410.9786

OMeBt4-Cl

Me0\©:s

N
’ \) < >
:‘E—o Cl
zielone cialo state, ¢ (CCCl;, M~ lecm~1) 25400, 'H NMR (700 MHz, TMS, CDCls):
5(ppm) 8.33 (d, 2H, J = 8.41 Hz), 7.98 (d, 1H, J = 8.88 Hz), 7.50 (d, 1H, J = 8.88
Hz), 7.28 (m, 1H), 7.28 (dd, 1H, J = 9.12, 2.38 Hz), 3.92 (s, 3H). ''B (128 MHz,
BF3- Et;0, CDCl3): 6 (ppm) 1.011 (t). 'F (376 MHz, CFCls, CDCl3): § (ppm) -136.9.

OMeBt3-F

MeO. F
F'$—°
F
zielone ciato state, e (CCCl3, M—'em~') 28700, 'H NMR (700 MHz, TMS, CDCl3):
§(ppm) 8.19 (d, 2H, J = 7.80 Hz), 8.08 (d, 1H, J = 9.52 Hz), 7.99 (d, 1H, J = 9.10
Hz), 7.51 (m, 1H), 7.36 (m, 1H), 7.29 (d, 1H, J = 2.45 Hz, 7.22 (m, 2H), 3.93 (s,
3H). ''B (128 MHz, BF;- Et;0, CDCl3): § (ppm) 1.029 (t). '3C (75 MHz, TMS, CDCl3)
§ (ppm): 171.9, 164.3, 161.0, 158.7, 133.9, 133.3, 130.3, 130.2, 128.9, 125.9, 121.3,
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121.0, 119.5, 117.3, 117.0, 116.7, 105.1, 56.0. F (376 MHz, CFCl;, CDCl3): §
(ppm) -112.9, -136.8. APCI HRMS (m/z) [M]* 351.0592, obliczona: 351.0586

OMeBt4-F

zielone cialo state, ¢ (CCCl3, M~ lem™!) 42300, 'H NMR (400 MHz, TMS, CDCl53):
0(ppm) 8.42 (m, 2H), 7.97 (d, 1H, J = 9.03 Hz), 7.26 (d, 1H, J = 2.45 Hz), 7.21 (m,
3H), 3.92 (s, 3H). ''B (128 MHz, BF3- Et;0, CDCl3): § (ppm) 1.005 (t). 13C (100
MHz, TMS, CDCl3) ¢ (ppm): 172.0, 168.3, 166.4, 164.9, 158.6, 133.9, 133.0, 132.8,
128.7,127.3,119.4, 117.1, 116.0, 115.7, 105.2, 55.9. 9F (376 MHz, CFCls, CDCls):
0 (ppm) -104.1, -137.1. APCI HRMS (m/z) [M]* 351.0590, obliczona: 351.0586

OMeBt4-CF3

zielone cialo state, e (CCCl3, M~'em™') 26000, 'H NMR (400 MHz, TMS, CDCl3):
§(ppm) 8.51 (d, 2H, J = 8.08 Hz), 8.01 (d, 1H, J = 9.08 Hz), 7.80 (d, 2H, J = 8.20
Hz), 7.31 (d, 1H, J = 2,36 Hz), 7.24 (dd, 1H, J = 9.12, 2.52 Hz), 3.94 (s, 3H). ''B
(128 MHz,from BF3-Et;0, CDCl3): § (ppm) 0.64 (t). 13C (100 MHz, TMS, CDCl3) §
(ppm): 171.7, 166.1, 158.8, 135.3, 135.1, 134.5, 133.9, 130.5, 129.1, 125.6, 124.4,
122.8,119.7, 117.5, 105.1, 56.0. '°F (376 MHz, from CFClz, CDCl3): 6 (ppm) -64.1,
-136.6. El HRMS (m/z) [M]* 400.0478, obliczona: 400.0476

OMeBt4-NO,

z6tte cialo state, ¢ (CCCl;, M~'em™!) 12900, 'H NMR (400 MHz, TMS, CDCl3):
§(ppm) 8.54 (d, 2H, J = 8.96 Hz), 8.34 (d, 2H, J = 8.92 Hz), 8.00 (d, 1H, J = 9.12
Hz), 7.29 (d, 1H, J = 2.48 Hz), 7.23 (dd, 2H, J = 9.12, 2.52 Hz), 3.92 (s, 3H). !'B
(128 MHz, BF3- Et,0, CDCl3): 6 (ppm) 0.647 (t). '3C (100 MHz, TMS, CDCl3) §
(ppm): 171.4, 165.2, 159.0, 151.0, 136.7, 133.8, 131.1, 129.3, 123.7, 119.8, 117.8,
105.1, 56.0. 9F (376 MHz, CFCl3, CDCl3): 6 (ppm) -136.2. APCI HRMS (m/z) [M]*
378.0537, obliczona: 378.0531

CF3;Bt4-NMe,
O
N
Fg;_(;)—@-nmz
z6tte ciato state, ¢ (CCCls, M—lem~1) 86500, 'H NMR (700 MHz, TMS, CDCls):
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d(ppm) 8.28 (d, 2H, J = 9.32 Hz), 8.05 (d, 1H, J = 8.52 Hz), 8.02 (s, 1H), 7.78 (dd,
1H, J = 8.27, 1.75 Hz), 6.77(d, 2H, J = 9.20 Hz), 3.15 (s, 3H). !'B (128 MHz, BFs-
Et,0, CDCl3): ¢ (ppm) 0.512 (t). 13C (100 MHz, TMS, CDCl3) ¢ (ppm): 175.0, 168.9,
154.6, 142.7, 133.4, 128.2, 127.8, 126.9, 125.1, 125.1, 119.6, 119.6, 118.1, 117.3,
111.6, 40.5. '9F (376 MHz, CFCl3, CDCl3): § (ppm) -62.8, -138.2.

CF3;Bt4-OMe

@H\
0

F~ |

zielone ciato state, ¢ (CCCl3, M—'em™!) 63500, 'H NMR (700 MHz, TMS, CDCl3):
§(ppm) 8.38 (d, 2H, J = 8.89 Hz), 8.12 (d, 1H, J = 8.61 Hz), 8.08 (s, 1H), 7.83
(dd, 1H, J = 8.70, 1.42), 7.00 (d, 1H, J = 9.10 Hz), 3.93 (s, 3H). !'B (128 MHz,
BF3- Et;0, CDCl3): § (ppm) 0.66 (t). *C (100 MHz, TMS, CDCl3) § (ppm): 175.6,
169.2, 165.2, 142.5, 133.3, 128.7, 127.2, 125.3, 122.8, 119.7, 118.7, 114.3, 55.65.
19F (376 MHz, from CFCl3, CDCl3): § (ppm) -62.85. El HRMS (m/z) [M]* 400.0478,
obliczona: 400.0476

CF;Bt4-Me

@EH
0

F° |

bezbarwne ciato stale, ¢ (CCCl3, M~'cm~1) 40000, 'H NMR (700 MHz, TMS, CDCl3):
0(ppm) 8.33 (d, 2H, J = 8.32 Hz), 8.17 (d, 1H, J = 8.67 Hz), 8.12 (s, 1H), 8.70
(dd, 1H, J = 8.84, 1.37 Hz), 7.36 (d, 2H, J = 8.01 Hz), 2.50 (s, 3H). ''B (128 MHz,
BF3- Et;0, CDCl3): § (ppm) 0.693 (t). '13C (100 MHz, TMS, CDCl3) § (ppm): . 'F
(376 MHz, CFCl3, CDCls): § (ppm) -62.9, 136.7. APCI HRMS (m/z) [M]*+ 385.0612,
obliczona: 385.0605

CF;Bt3-Me

\©: >'"i>_©
E- . o]

bezbarwne ciato state, ¢ (CCCl3, M—'ecm~1!) 41700, 'H NMR (700 MHz, TMS, CDCl5):
s(ppm) 8.26 (s, 1H), 8.25 (d, 1H, J = 8.33 Hz), 8.18 (d, 1H, J = 8.61 Hz), 8.14
(s, 1H), 7.88 (dd, 1H, J = 8.92, 1.31 Hz), 7.52 (m, 1H) 7.45 (m, 1H) 2.49 (s, 3H).
1B (128 MHz, BF3- Et,0, CDCl3): § (ppm) 0.624 (t). '3C (100 MHz, TMS, CDCl3) §
(ppm): 175.8, 169.7, 142.3, 138.7, 135.9, 131.2, 130.5, 129.0, 128.8, 128.7, 128.1,
127.4,125.5 125.5, 124.2, 122.7, 119.9, 119.9, 119.8, 118.9, 21.3. '9F (376 MHz,
CFCl3, CDCl3): § (ppm) -62.9, -136.5. APCI HRMS (m/z) [M]* 385.0612, obliczona:
385.0605
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CF3;BtH

HC\@E >,—~\>_©

¢-B—0

'|'I-UJ

bezbarwne cialo stale, ¢ (CCCl3, M~'em~1) 43700, 'H NMR (400 MHz, TMS, CDCl3):
5(ppm) 8.44 (d, 2H, J = 8.08 Hz), 8.19 (d, 1H, J = 9.08 Hz), 8.14 (m, 1H), 7.88
(dd, 1H, J = 8.78, 1.31 Hz), 7.71 (m, 1H), 7.57 (m, 2H), 3.94 (s, 3H). ''B (128 MHz,
BF3- Ety0, CDCl3): 6 (ppm) 0.73 (). 3C (100 MHz, TMS, CDCl3) § (ppm): 175.8,
169.5, 142.3, 135.1, 130.8, 130.6, 129.1, 128.8, 128.7, 127.4, 125.6, 125.3, 121.7,
119.9, 119.0, 118.1. 9F (376 MHz, from CFClz, CDCl3): § (ppm) -62.9, -136.6. EI
HRMS (m/z) [M]" 370.0375, obliczona:370.0371

CF;Bt4-Br

Fsc@:?/"i)_@

F.?—O
F

bezbarwne cialo stale, ¢ (CCCl3, M~'em~1) 43100, 'H NMR (700 MHz, TMS, CDCl3):
§(ppm) 8.29 (d, 2H, J = 8.72 Hz), 8.19 (d, 1H, J = 8.64 Hz), 8.15 (s, 1H), 7.89 (dd,
1H, J = 8.74, 1.34 Hz), 7.71 (d, 2H, J = 8.68 Hz). ''B (128 MHz, BF;- Et;0, CDCl3):
§ (ppm) 0.701 (t). 13C (100 MHz, TMS, CDCl3) § (ppm): 175.6, 168.6, 142.2, 132.2,
132.1, 130.7, 129.5, 129.3, 128.9, 128.6, 127.5, 125.6 125.6, 125.6, 124.8, 122.1,
120.0, 119.9, 119.9, 119.9, 119.1. 9F (376 MHz, CFCls, CDCl3): ¢ (ppm) -62.9,
-136.2. APCI HRMS (m/z) [M]" 448.9557, obliczona: 448.9554

CF;Bt4-Cl

RS

N
FNII3 ¢;>_©_CI

F

bezbarwne cialo stale, ¢ (CCCl3, M~'em~1) 40100, 'H NMR (700 MHz, TMS, CDCls):
§(ppm) 8.37 (d, 2H, J = 8.77 Hz), 8.18 (d, 1H, J = 9.44 Hz), 8.15 (s, 1H), 7.89 (dd,
1H,J = 8.77, 1.34 Hz), 7.54 (d, 2H, J = 8.58 Hz). ''B (128 MHz, BF3- Et,0, CDCl3):
§ (ppm) 0.715 (t). 9F (376 MHz, CFCl3, CDCl3): 6 (ppm) -62.9, -136.2.

CF3Bt3-F

T
F* l °
bezbarwne ciato state, e (CHCl3, M—'em™!) 31400, 'H NMR (400 MHz, TMS, CDCl3):
d(ppm) 8.24 (m, 1H), 8.21 (d, 1H, J = 8.74 Hz), 8.16 (m, 1H), 8.12 (m, 1H), 7.90
(d, 2H, J = 8.43 Hz), 7.55 (m, 1H), 7.41 (m, 1H). ''B (128 MHz, BF;- Et,0, CDCl3):
§ (ppm) 0.618 (t). '9F (376 MHz, CFCl3, CDCl3): § (ppm) -62,9, -112.4, -136.1. APCI
HRMS (m/z) [M]T 389.0354, obliczona: 389.0355
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CF3;Bt4-F

F3C s
Lo

F

Y

m-m

bezbarwne cialo state, ¢ (CCCl;, M—'ecm~1) 30300, 'H NMR (400 MHz, TMS, CDCls):
§(ppm) 8.47 (m, 2H), 8.18 (d, 1H, J = 8.82 Hz), 8.15 (s, 1H), 7.89 (dd, 1H, J =
8.89, 1.78 Hz), 7.24 (m, 2H). !'B (128 MHz, BF3- Et,0, CDCl3): § (ppm) 0.593
(t). F (376 MHz, CFCls, CDCl3): § (ppm) -62.9, -125.1. APCI HRMS (m/z) [M]*
389.0357, obliczona: 389.0355

CF3;Bt4-CF;

F3C S
>N
\©:F':{§—C:)_©_CFS

F
bezbarwne cialo state, ¢ (CHCl3, M~tem™!) 30300, 'H NMR (400 MHz, TMS, CDCls):
§(ppm) 8.53 (d, 2H, J = 8.23 Hz), 8.20 (d, 1H, J = 8.83 Hz), 7.80 (d, 1H, J = 8.20
Hz), 7.31 (m, 1H), 7.24 (dd, 1H, J = 8.77, 1.19 Hz), 7.80 (d, 2H, J = 8.49 Hz).
1B (128 MHz, BF;- Et20, CDCl3): § (ppm) 0.65 (t). 13C (100 MHz, TMS, CDCl3) §
(ppm): 175.6, 168.0, 142.2, 136.1, 134.0, 131.0, 129.1, 127.7, 125.8, 124.8, 122.1,
120.0, 119.3. “F (376 MHz, from CFCl3): § (ppm) -64.2, -62,9 -135.8. EI HRMS
(m/z) [M]* 438.0239, obliczona: 438.0244

CF3Bt4-NO,

“C;
N
/4
50
F

z6tte ciato state, ¢ (CCCl;, M~ lem™!) 23200, 'H NMR (700 MHz, TMS, CDCl;):
S(ppm) 8.59 (d, 2H, J = 8.90 Hz), 8.37 (d, 2H, J = 8.94 Hz), 8.37 (d, 1H, J =
8.64 Hz), 8.18 (s, 1H), 7.91 (dd, 1H, J = 8.61, 1.34 Hz). ''B (128 MHz, BF;- Et,0,
CDCI3): § (ppm) 0.744 (t). APCI HRMS (m/z) [M]* 415.0225, obliczona: 415.0221

HBt4-OMe

e
N
g-B-0

;
zielone ciato state, e (CCCl3, M—'ecm™') 46700, 'H NMR (400 MHz, TMS, CDCl3):
§(ppm) 8.39 (d, 2H, J = 9.02 Hz), 8.06 (d, 1H, J = 8.08 Hz), 7.81 (d, 1H, J = 8.36
Hz), 7.61 (m, 1H), 7.49 (m, 1H), 7.02 (d, 2H, J = 9.02 Hz) 3.94 (s, 3H). !'B (128
MHz, BF3- Et;0, CDCl3): § (ppm) 1.03 (t). *C (100 MHz, TMS, CDCl3) § (ppm):
174.0, 168.1, 165.0, 140.1, 132.9, 131.7, 128.2, 126.2, 123.1, 122.1, 118.4, 114.1,
55.6. 19F (376 MHz, from CFCl;, CDCl3): § (ppm) -137.4. EI HRMS (m/z) [M]*
332.0601, obliczona: 332.0602
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HBtH

@E:?"%_@

F'§—°
F

bezbarwne cialo stale, ¢ (CCCl3, M~'em~1) 32100, 'H NMR (400 MHz, TMS, CDCls):
5(ppm) 8.42 (dd, 2H, J = 8.55 Hz), 8.09 (d, 1H, J = 9.08 Hz), 7.83 (d, 1H, J =
8.68 Hz), 7.67 (m, 1H), 7.63 (m, 1H), 7.54 (m, 2H) 7.51 (m, 1H). !B (128 MHz,
BF3- Et,0, CDCl3): § (ppm) 1.10 (t). *C (100 MHz, TMS, CDCl3) § (ppm): 174.0,
168.5, 140.1, 134.5, 131.0, 128.7, 128.4, 127.2, 126.6, 122.2, 118.7. 19F (376 MHz,
from CFCls, CDCl3): 6 (ppm) -136.7. EI HRMS (m/z) [M]+ 302.0501, obliczona:
302.0497

HBt4-CF;

CL:
N
/4
O
F'§—°
F

bezbarwne cialo state, e (CCCl;, M—'em~1) 27100, '"H NMR (400 MHz, TMS, CDCl5):
§(ppm) 8.52 (d, 2H, J = 8.15 Hz), 8.12 (d, 1H, J = 8.17 Hz), 7.86 (d, 2H, J = 8.20
Hz), 7.80 (d, 2H, J = 2,36 Hz), 7.67 (dd, 1H, J = 7.58 Hz), 7.67 (dd, 1H, J = 7.32
Hz). !B (128 MHz, BF3- Et;0, CDCl3): § (ppm) 1.10 (t). 3C (100 MHz, TMS, CDCl3)
§ (ppm): 166.8, 139.9, 135.6, 135.1, 134.3, 130.6, 128.6, 125.6, 125.5, 125.3, 122.2,
121.7, 118.8. '¥F (376 MHz, from CFCls, CDCl3): § (ppm) -64.1, -136.6. El HRMS
(m/z) [M]T 370.0375, obliczona:370.0371

CF;BtPyr

F3C S
5 N
CVL;-E,_;%@O

;
z6tte ciato state, ¢ (CCCl;, M—'em™~!) 98800, 'H NMR (400 MHz, TMS, CDCl3):
§(ppm) 8.26 (d, 2H, J = 9.10 Hz), 8.04 (d, 1H, J = 8.60 Hz), 8.00 (s, 1H), 7.77
(dd, 1H, J = 8.63, 1.30 Hz), 6.58 (d, 2H, J = 9.20 Hz), 3.45 (s, 4H), 2.08 (s, 4H).
1B (128 MHz, BF3- Et;0, CDCl3): § (ppm) 0.493 (t). 3C (100 MHz, TMS, CDCl3) §
(ppm): 174.9, 169.0, 152.7, 142.5, 133.6, 127.7, 126.8, 125.0, 125.0, 124.9, 122.3,
119.5,119.5,117.9, 116.0, 111.5, 47.8, 25.4. '9F (376 MHz, from CFCl;, CDCl3): §
(ppm) -62.8, -138.5. APCI (m/z) [M]" 440.1035, obliczona: 440.1027

CF;BtMor

F3C S>_
\©:N/ \ N o

.B—0 —/
FE

z6tte ciato state, ¢ (CCCls, M~ lem~1) 78100, 'H NMR (700 MHz, TMS, CDCls):
§(ppm) 8.30 (d, 2H, J = 9.17 Hz), 8.08 (d, 1H, J = 8.62 Hz), 8.04 (s, 1H), 7.78 (dd,
1H, J = 8.75, 1.21 Hz), 6.92 (d, 2H, J = 9.28 Hz), 3.88 (m, 4H) 3.43 (m, 4H). ''B
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(128 MHz, BF3- Et,0, CDCl3): 6 (ppm) 0.516 (t). '9F (376 MHz, from CFCl3, CDCl3):
§ (ppm) -62.8, -137.7. APCI (m/z) [M]T 456.09983, obliczona: 456.0976

CF3;BtDPA

Ty o &
F

.B-d
F

z6tte cialo state, e (CCCl;, M~'em~!) 55700, '"H NMR (700 MHz, TMS, CDCl3):
§(ppm) 8.20 (d, 2H, J = 9.07 Hz), 8.08 (d, 1H, J = 8.62 Hz), 8.05 (s, 1H), 7.78
(dd, 1H, J = 8.75, 1.21 Hz), 7.37 (m, 4H) 7.21 (m, 6H) 7.79 (d, 2H, J = 9.07 Hz).
1B (128 MHz, BF3- Et,0, CDCl3): ¢ (ppm) 0.533 (t). 13C (100 MHz, TMS, CDCl3) &
(ppm): 175.3, 168.7, 154.1, 145.8, 142.6, 132.7, 129.8, 129.5, 128.5, 128.1, 127.1,
126.6, 125.6, 125.2, 125.2, 124.9, 122.2, 121.1, 119.7, 119.6, 118.7, 118.4. 19F
(376 MHz, from CFCl3, CDCl3): § (ppm) -62.8, -137.6. APCI (m/z) [M]+ 538.1193,
obliczona: 538.1184

CF;;BtCZ
F3C. S
Thry o5
FE{E—0>_©_N

z6tte cialo state, e (CCCl;, M~'em~!) 28000, 'H NMR (700 MHz, TMS, CDCl3):
§(ppm) 8.66 (d, 2H, J = 8.67 Hz), 8.19 (d, 1H, J = 8.84 Hz), 8.02 (m, 3H), 7.89 (dd,
1H, J = 8.68, 1.34 Hz), 7.81 (d, 2H, J = 8.68 Hz), 7.55 (d, 2H, J = 8.13 Hz), 7.46
(m, 2H) 7.34 (m, 2H). ''B (128 MHz, BF3- Et,0, CDCl3): § (ppm) 0.682 (t). 13C (100
MHz, TMS, CDCl3) ¢ (ppm): 175.6, 168.5, 144.1, 140.0, 132.6, 126.4, 125.6, 124.1,
121.0, 120.6, 119.9, 119.0, 109.9. '9F (376 MHz, from CFCls, CDCl3): ¢ (ppm) -62.9,
-136.3. APCI (m/z) [M]* 536.1034, obliczona: 536.1027

CF;BtPhenox
F3C. S,
o

?
ciemnoczerwone ciato state, ¢ (CCCl;, M~'em~!) 43900, 'H NMR (700 MHz, TMS,
CDCl3): 6(ppm) 8.63 (d, 2H, J = 8.72 Hz), 8.19 (d, 1H, J = 8.67 Hz), 8.15 (s, 1H),
7.89 (dd, 1H, J = 8.89, 1.52 Hz), 7.56 (d, 2H, J = 8.72 Hz), 6.73 (m, 4H), 6.64 (m,
2H), 6.04 (dd, 1H, J = 7.80, 1.34 Hz). ''B (128 MHz, BF3- Et,0, CDCl3): § (ppm)
0.677 (v). '3C (100 MHz, TMS, CDCl3) § (ppm): 175.6, 168.4, 145.7, 144.3, 133.4,
133.4, 130.9, 130.8, 130.2, 129.3, 128.9, 127.5, 125.7, 123.4, 122.2, 120.0, 119.9,
119.1, 115.9, 113.7. 19F (376 MHz, from CFCls, CDCl3): § (ppm) -62.9, -136.2. APCI
(m/z) [M]T 552.0983, obliczona: 552.0976
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