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Abstrakt:Tato prace je vénovana stanoveni difuzniho koeficientu kurkuminu na povrchu materialii vyro-
benych z polyamidu 6. Ke studiu byly pouzity jak polymérni folie, tak i nanovlakenné vrstvy pfipravené
z roztoku s malym piidavkem kurkuminu. Proces fotovybéleni a pofizovani obrazti probihal pomoci la-
serového skenovaciho mikroskopu. Dalsi Cast prace se zaméfuje na studium difuzniho koeficientu na
kompozitnich polyamidovych nitich vyrobenych stfidavym zvlakiiovanim. Pro fotovybéleni a snimani
byl pouzit mikroskop pracujici v Sirokém poli (widefield). Tyto nité byly rovnéz vyuzity ke zkouma-
ni zavislosti difuzniho koeficientu na intenzité bilého svétla dopadajiciho na vzorek. Vysledky méfeni
ukézaly, ze difuzni koeficient je siln¢ zavisly na intenzité svétla ptisobiciho na vzorek.

Klicova slova: difuze zavisla na svétle, povrchova difize, difize kurkuminu, povrchova difuze na poly-
mernich materialech, aplikace FRAP na polymernich materialech, difize kurkuminu na povrchu polya-
midu 6, aplikace FRAP ve widefield mikroskopii

1 Uvod do problematiky

V poslednich letech se intenzivné zkouma vyuziti polymernich materiali pti vyrob¢ systému
pro dodavani 1é€iv (drug delivery systems, DDS). N¢které z téchto systémi jsou jiz komeréné
dostupné na trhu ve formé kapsli, tablet, naplasti a vaginalnich krouzkt. Mezi hlavni vyhody
systémi DDS patii moznost lokalni aplikace 1éCiva a jeho fizené uvolniovani, coz umoziuje
dosahnout vyssi u€innosti podavané latky diky stabilizaci jeji koncentrace v misté t¢inku na
maximalni moznou efektivni uroven. Tim zaroven dochézi ke snizeni zatéze pro organismus
a minimalizaci rizika komplikaci béhem 1écby pacienta.

Planovany profil uvoliiovani 1é¢iva se v§ak mize ménit v zavislosti na dob¢ a podminkach
skladovani materialu. Vlivem difuzniho pohybu mtize molekula 1é¢ivé latky dosdhnout vnéjsi
strany systému, a po kontaktu s vodnim prostiedim lidského téla se tak uvolni vét§i mnozstvi
ucinné latky, nez bylo pivodné zamysleno — tento jev je znam jako ,,burst release efekt. Tento
efekt je fizen difuznim koeficientem dané latky a muze vést jak ke zkraceni doby ucinné 1écby
po podani piipravku, tak i ke zvySeni koncentrace ucinné latky na toxickou troven. Burst release
efekt je jiz dobte popsan u zasobnikovych systémd, v nichz je u¢inna latka ohranic¢ena polymerni
membréanou. Piiklad takového systému je uveden na obrazku niZe (viz Obrazek [I)).

Tato prace se zabyva touto problematikou a je zaméfena na stanoveni difuzniho koeficientu
kurkuminu, ktery ma fadu 1é¢ivych vlastnosti, na povrchu kompozitnich niti vyrobenych stii-
davym zvlaknovanim z polyamidu 6. Vzhledem k tomu, Ze zkoumana 1é¢iva latka je pfirodnim
fluoroforem, byla k detekci jejiho pfemistovani pouzita fluorescencni mikroskopie v Sirokém
poli. Jako nejvhodné&j$i metoda pro vytvoreni koncentra¢niho gradientu difundujici latky se uka-
zala metoda FRAP, kterd byla ptivodné vyvinuta pro stanoveni difuznich koeficientli molekul
v kapalném prostiedi bunééného cytosolu.
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Obrazek 1: [la zobrazeni systému DDS, ve kterém je 1é¢iva latka ohranicena polymerni mem-
branou (pfevzato z gpatindia.com), |l b zavislost koncentrace 1é€iva v plasmé pii riznych typech
uvoliiovani v ¢ase; v DDS systémech se snazime dosdhnout farmakokinetického profilu zobra-
zeného na grafu zelen¢ (pfevzato z nanocomposix.com).

2 Teoreticky zaklad

2.1 Obnoveni fluorescence po fotovybéleni

Obnoveni fluorescence po fotovybeleni (Fluorescence Recovery After Photobleaching, FRAP)
je technika slouzici k ur€eni difuzniho koeficientu fluoreskujicich nebo fluorescencné oznace-
nych molekul. Pfi provadéni této metody je nejprve na vzorek aplikovan intenzivni svételny
paprsek, po jehoz dopadu dojde v daném misté k degradaci nebo chemické preméné fluoroforu
na latku, ktera jiz neni fluorescencn¢ aktivni. Tim vznika gradient koncentrace difundujici 1at-
ky. Thned poté je sledovan difuzni pohyb pomoci svételného paprsku s vyrazné nizsi intenzitou
(Lorén et al., 2015).

Pribeéh obnovy fluorescence po fotovybeleni pfi standardnich experimentech v kapalném
prostiedi, provadénych pomoci laserového skenovaciho mikroskopu, je zndzornén na obrazku
Pd. K matematickému popisu tohoto jevu se asto pouziva bud’ stiedni hodnota intenzity pixelt
v misté fotovybeleni (viz obrazek Pd kruhové tmava oblast), nebo integral z intenzity detekované
fluorescence v tomto misté. Kfivka znazoriiujici pritbéh difuze fluorescencné aktivnich molekul
do mista fotovybeleni je zobrazena obrazku Rd dole. Je patrné, Ze navrat fluorescence miize byt
neuplny, coZ je zpisobeno ¢aste¢nou imobilizaci fotovybelenych ¢astic (Lorén et al., 2015).

Pti aplikaci metody FRAP se objevuje fada uskali, jejichz identifikace a eliminace tvotily
vyznamnou soucast této studie. Mezi klicové faktory ovlivilujici pfesnost a interpretaci vysledka
patii zejména: predpoklad linearni zavislosti fluorescence difundujici latky na jeji koncentraci,
nezédouci fotovybeleni béhem pofizovani snimk, ¢astecné obnoveni fluorescence zptisobené
navratem fluorescencnich vlastnosti dfive fotovybelenych molekul, u polymernich materialt
vznika riziko difuze nefotovybelenych molekul z hlubSich vrstev k povrchu vzorku, coz ma
piimy vliv na optiméalni volbu ¢asu a intenzity fotovybeleni.

2.2 Interakce kurkuminu se svétlem

Kurkumin, jehoZ strukturni vzorec je uveden na obrazku PH, patti do skupiny diarylheptanoidi
a v zavislosti na prostedi se mize vyskytovat v keto a enol formé&. Tento jev ma pfimy vliv na
interakci kurkuminu se svétlem, coz se projevuje v jeho absorpénich a fluorescen¢nich spektrech
(viz Obrazek RH). Je vidét, ze ve vybranych rozpoustédlech se maxima absorpéniho spektra
nachdazeji v rozmezi 400—450 nm (Chignell et al., [1994).
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Obrazek 2: Pd Prabéh obnovy fluorescence po fotovybéleni (pfevzato z Lorén et al., 2015),
RY Strukturni vzorec kurkuminu; absorpéni a fluorescenéni spektra kurkuminu v riznych roz-
poustédlech. Absorp¢ni spektra v acetonitrilu, toluenu a ethanolu jsou oznacena ¢arami 1a—3a,
fluorescencni spektra v téchto prosttedich pak ¢arami 1f=3f. Fluorescenc¢ni spektra jsou korigo-
vana a normalizovana. Koncentrace kurkuminu je 15 uM, optické drédha 1 cm, excita¢ni vinova
délka \exe = 375 nm. Upraveno podle (Chignell et al., 1994) pomoci BioRender.com.

Dalsi dulezitou vlastnosti kurkuminu pro tuto praci je jeho schopnost degradace u¢inkem
svétla. Svétlem indukované degradace probiha $tépenim heptadienového fetézce. Produkty této
degradace zahrnuji: vanilin, ferulovou kyselinu, ferulovy aldehyd a feroilmetan (Arora et al.,

2022).

2.3 Povrchova difuze

Obecné je pod pojmem difuze definovan jev, pii kterém je pozorovan ndhodny pohyb castic
smérem z oblasti s vyS$$i koncentraci do oblasti s niz$i koncentraci. Matematicky je tento jev
popséan prvnim a druhym Fickovym zakonem ([l]), jehoZ zapis pro konstantni difuzni koeficient
D a difuzi probihajici v jednorozmérném prostoru je uveden nize. Proménna ¢ zde oznacuje Cas
a C koncentraci difundujici latky (Crank, 1979).

2
% _pZ< 1)
ot Ox?

Z druhého Fickova zakona jsou ndsledné odvozovany rovnice popisujici pritb¢h difuze za pies-
n¢ definovanych okrajovych podminek. Pfi zpracovani této prace byl pouzit matematicky model
vyuzivajici chybovou doplitkovou funkci (B]). Zde C opét oznacuje koncentraci difundujici latky,

t cas, D difuzni koeficient a x vzdalenost sledovaného mista od rozhrani mezi dvéma prostie-
dimi (Oura et al., 2004). Tento p¥ipad lze matematicky popsat jako Heavisidetiv skok funkce
C(x,t) v &ase t = 0 s. Pro piehlednost je graf funkce P uveden nize (viz Obrazek Bd).
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Na mikroskopické Girovni pii popisu pohybu adsorbované ¢astice na povrchu idedlniho ma-
teridlu uvazujeme, Ze povrch obsahuje periodické pole adsorpénich mist s minimalni potencialni
energii (viz Obrazek BH). Pohyb &astic poté mizeme predstavit jako ndhodné skoky mezi jed-
notlivymi adsorpcnimi misty. Odchylky od idealniho pfedpokladu pak tvofi moznd interakce

¢astic mezi sebou pii jejich vyssi koncentraci a ptitomnost defektnich mist na povrchu mate-
ridlu, coz mtiZze zpusobit zachycovani ¢astice na pevném misté s minimalni potencidlni energii

(Oura et al., 2004).

Zavislost koncentrace difundujici latky na ¢ase piti
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Obrazek 3: Bd Graf zobrazujici zménu rozlozeni koncentrace difundujici latky v ¢ase za podmi-
nek platnych pro pouziti modelu vyuzivajiciho chybovou doplitkovou funkci. B Schematicky
néakres periodického pole adsorpcnich mist s minimalni potencialni energii (zobrazenych bilou
barvou), mezi nimiz difundujici astice (zobrazena Zlutg) vykonava skakavy pohyb. Bd Sche-
matické zobrazeni pixeld jako Ctvercil, kterym ve skute¢nosti odpovida zadané ¢islo, a kterym
je nasledné ptifazena barva.

2.4 Fluorescen¢ni mikroskopie a obrazova analyza

Fluorescence je definovana jako jev, pfi kterém po absorpci elektromagnetického zateni (v ul-
trafialové a viditelné oblasti spektra) dochazi k vyzafovani fotond o niz$i energii, tedy o delsi
vlnové délce. Vyzatfované fotony jsou nasledné ve fluorescencnim mikroskopu zachyceny ob-
jektivem a nasmérovany optickou soustavou na detektor, ktery je tvofen kiemikovou fotodiodou
(Bankhead, 2014).

Po dopadu fotona na detektor dochazi k fotoelektrickému jevu, pifi némz se z povrchu de-
tektoru uvoliyji elektrony. Mnozstvi uvolnénych elektronli je nasledné pievedeno do formy
elektrického signélu, ktery slouZi k vytvoreni obrazového snimku (Bankhead, 2014).

Povrch detektoru je rozdélen na mensi Ctverce, pficemz signaly z téchto ¢asti tvofi pfimy
podklad pro pfifazeni hodnot jednotlivym pixelim digitdlniho obrazu. Pixely (z angl. pictu-
re element, prvek obrazu) jsou nejmensi jednotky, ze kterych se obraz sklada (viz Obrazek Bd).
Z pohledu pocitace se pixel jevi pouze jako ¢islo v definovaném rozsahu hodnot, které je nasled-
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n¢ prevedeno na ¢tverec s urcitou barvou a jejim odstinem podle zvoleného zplisobu vizualizace
(Bankhead, 2014).

Pti kvantitativni analyze obrazu je proto nezbytné ponofit se do skutecnych ¢iselnych dat
a pii zpracovani snimkl dbat na to, aby tato data nebyla nijak neumysln¢ pozménéna, coz by
mohlo vést k chybnym zavérim (Bankhead, 2014). Pti zpracovani snimki v této préci byla pou-
zita makra. Jedno z pouzitych maker je uvedeno nize. Vystupem tohoto piikazu je graf a zdroven
tabulka obsahujici informace o prostorovém rozlozeni stiedni hodnoty pixeld podél niti. Pixe-
Iim odpovidajicim pozadi byla pomoci ptikazu ,,Threshold...” pfifazena hodnota NaN, a timto
zpusobem nebyly zahrnuty do vypoctu primeéru.

run("Set_Scale...", "distance=2.9_known=1_,unit=um") ;

slrun("32-bit") ;
;| setAutoThreshold ("Default dark no-reset");

//run ("Threshold...");
setThreshold (1027.50, 1e33);

j| run ("NaN_Background") ;

makeRectangle (0, 0, 2464, 2056);
run("Plot Profile");

Listing 1: Makro pouzité pfi zpracovani snimku polyamidovych niti.

3 Experimentalni ¢ast

Cilem moji bakalafské prace, zaméfené na vyuZiti metody kvantitativni fluorescencni mikro-
skopie FRAP, pievzaté z analyzy bunécnych vzorkli v molekularni biologii, byla jeji aplikace
a uprava pro polymerni materialy. Pro jednoznacné posouzeni rozsahu pozorovaného difuzniho
jevu vSak bylo nezbytné provést dodate¢né analyzy slouzici k popisu chovani fluoroforu za kon-
krétnich experimentalnich podminek. Kromé odhadu difuzniho koeficientu kurkuminu v kom-
pozitnich polymernich nitich z polyamidu 6, vyrobenych stiidavym elektrickym zvldknovanim,
je vystupem moji prace také rozpracovany postup pro pouziti metody FRAP na polymernich
materidlech pomoci fluorescencni mikroskopie v Sirokém poli.

Prvnim krokem by vzdy mélo byt studium zavislosti detekované fluorescence z povrchu
vzorku na koncentraci fluoroforu v ném. Ke kvantitativnimu posouzeni rychlosti probihajici di-
fuze by mél byt pouzit vzorek s maximalni moznou koncentraci v ramci linedrni zavislosti. Déle
je nutné zohlednit, ze pouzita latka ma predevsim 1é¢ivé ucinky a neni ur¢ena pro fluorescencni
mikroskopii, a proto mize vykazovat nizsi stabilitu viici plisobeni svétla nez bézné komercni
syntetické fluorofory. Z tohoto diivodu je nutné studovat také jev tzv. fotovybéleni, ke kterému
dochazi v prabéhu pofizovani snimkd.

DalSim problémem, ktery mtize nastat pii provadéni metody FRAP na pevném polymernim
nosici, je mozné taveni polymeru. Tento problém se sice pifimo netykad polyamidu 6, jenZ byl
v této praci pouzit, avSak mtiZze nastat u mén¢ termicky stabilnich makromolekul. Taveni polyme-
ru znemoznuje pouziti vyssi intenzity svétla, coz prodluzuje dobu potiebnou pro fotovybéleni.
Otazka hloubky vrstvy fotovybélenych molekul zlstava rovnéz oteviena.

Na volbu délky fotovybéleni ma vliv také dalsi faktor, a to obnova fluorescence po fotovy-
béleni. Ta vSak nemusi byt zptisobena pouze difuzi fluoreskujici molekuly v rovin€ materialu,
ale mtize byt podminéna bud’ difuzi z jeho hloubky, nebo opétovnym nabytim schopnosti flu-
oreskovat u jiz fotovybélenych molekul — jak je tomu naptiklad u zeleného fluorescencniho
proteinu.
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Provedené experimenty potvrzuji existenci odchylek, zptisobenych vysSe popsanymi faktory.
Tyto odchylky vSak nejsou natolik vyznamné, aby kriticky ovlivnily dal$i analyzu vysledk.

3.1 Stanoveni difuzniho koeficientu kurkuminu na kompozitnich polya-
midovych nitich

Vyse popsané analyzy a uvahy vedly k nasledujicimu nastaveni pii provadéni experimentu:
nejprve byla nit’ umisténa na drzak vyti§tény pomoci 3D tiskarny (viz Obrazek H)), poté byl
drzak se zavésenou niti vloZzen do mikroskopu. Fotovybéleni probihalo s pouzitim objektivu
40x/0,95 a svétla o vinové délce 475 nm s intenzitou 1,7 %. Doba fotovybéleni byla vzdy 20
minut; po jejim uplynuti byla nit’ posunuta o 0,425 mm ve sméru osy X, kde nasledné probihalo
snimani. K pofizovani obrazu byl pouzit objektiv 10x/0,45 a svétlo o vinové délce 475 nm
s intenzitou 1,7 %, pficemz expozi¢ni ¢as €inil 20 ms. Béhem snimani bylo vzdy potfizeno 20
tezl (tzv. z-stack), aby byla nit’ vystavena excitaénimu svétlu po dobu celkem 400 ms. Snimky
potizené v pribehu sledovani obnovy fluorescence po fotovybéleni na niti vyrobené z roztoku
s obsahem kurkuminu 0,25 hm. % jsou uvedeny niZe (viz Obrazek [§). Po pofizeni snimki byla
nit’ opét posunuta do polohy x = 0, kde na ni — v zévislosti na typu provadéného experimentu —
bylo ponechéno pisobit TL (bilé) svétlo, pii¢emz byl pouzit objektiv 20x/0,8 (viz Obrazek H).
Popis provedenych experimentti spolu s jejich oznacenim, pouzivanym dale v praci, je uveden
v nasledujici tabulce (viz Tabulka [I)).

=

10x 2,3mm

@ 1,15mm
I

@ 0,575mm
[

X 0,575 mm 0,425 mm 0

Obrazek 4: Grafické znazornéni postupu pouzitého pii provedeni experimenti (vlevo) a snimek
pouzitého drzaku (vpravo).

0 min 5 min 10 min 15 min

25 min

Obrazek 5: Snimky potizené v prubéhu pozorovani obnovy fluorescence po fotovybéleni na
niti vyrobené z roztoku s obsahem kurkuminu 0,25 hm. %. V mezi€ase byl vzorek osvétlen TL
svétlem o intenzité 7,6 %. Métitko: 100pm.

Po ziskéani snimkt nasledovala jejich obrazova a matematicka analyza. Pomoci makra, po-
psaného v podkapitole 2.4, byl v softwaru Fiji z kazdého snimku ziskan profil praimérné intenzity
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Tabulka 1: Zmény v popsaném nastaveni pii provadéni FRAP experimentu na nitich.

Nazev experimentu Pouzita nit byla Pocet opakovani Porizovani snimku Intenzita TL
vyrobena z
0,25kurkFRAPO 0,25 hm.% roztoku 3 sedmkrat 0%
0,25kurkFRAP02 0,25 hm.% roztoku 3 dvakrat 0%
0,25kurkFRAP1 0,25 hm.% roztoku 6 sedmkrat 7,6 %
0,25kurkFRAP2 0,25 hm.% roztoku 6 sedmkrat 8,1 %
0,75kurkFRAP3 0,75 hm.% roztoku 3 sedmkrat 7,2 %

pixelt napfi¢ celym obrazem. Vysledky byly nasledné normalizovany vzhledem k maximalni
prumérné hodnoté v oblasti neovlivnéné fotovybélenim na pocatku experimentu, coz umozni-
lo lepsi srovnatelnost a interpretaci dat. Graf na Obrazku [ znazorfiuje prostorové rozloZeni
prumérné intenzity fluorescence ze série Sesti experiment. Hlavni ¢ast grafu zachycuje pru-
béh primérnych hodnot, zatimco mensi doprovodné grafy zobrazuji smérodatné odchylky pro
jednotlivé Casové body.

0,25 hm.% nit FRAPI ~— o ‘
l T T T T T T T T T
— (0 min
—5 min
—j 08 — 10 m¥n 4
B= =15 min
g 20 min e TR
= Se ‘
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2 — 30 min 2
Z04F -
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() 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Obrazek 6: Pribeh obnovy fluorescence po fotovybéleni na niti pfi pouziti nastaveni odpovi-
dajiciho experimentu 025kurkFRAPI1. Centralni graf zobrazuje primérné normované hodno-
ty v kazdém Casovém bodé€. Boc¢ni grafy ukazuji rozloZeni zprimérované normované intenzity
v jednotlivych ¢asech (shora dold: 0 min, 5 min, 10 min, 30 min; zleva doprava: 15 min, 20 min,
25 min, 30 min) se smérodatnymi odchylkami.

Pro dalsi analyzu bylo nezbytné pivodni data znovu normalizovat do formy vhodné pro
pouziti ve zvoleném matematickém modelu. Ve vysledném vzorci [ oznaduje F(z, t) primérnou
intenzitu pixelli v bodé x a ¢ase t. Symbol F'i,(0) piedstavuje minimalni primérnou hodnotu
intenzity pixeli v ¢ase ¢ = 0 min, zatimco F . (0) odpovida maximélni priimérné hodnoté ve
stejném Casovém bode¢.
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F(z,t) — Frnin(,0)
Fmax<0) - Fmin(o)
Volba matematického modelu vychazela z faktu, Ze jediné mozné nastaveni experimentu na
zafizeni dostupném v prostorach univerzity neumoznovalo ziskat vysledky ani okrajové pod-
minky typické pro klasické FRAP experimenty. Stejné tak i material, ktery byl v rdmci této
prace pouzit ke studiu, nebyl dosud pro FRAP analyzu bézn¢ vyuzivan. Z tohoto diivodu bylo
nezbytné zaméfit se na matematické modely, které sice dosud nebyly ve FRAP metod¢ bézné
aplikovany, ale jez jsou potencidln€ vhodné pro studium povrchové difuze. Pro odhad difuzniho
koeficientu byl dfive zminény model 2 roz$ifen o regresni parametry a a T'. Zavedeni parametru
a mé za cil eliminovat chybu zpiisobenou nepiesnym uréenim bodu povazovaného za v = 0,
ktery by dle okrajové podminky piivodniho modelu mél odpovidat ostré hranici mezi dvéma pro-
sttedimi v ¢ase ¢ = 0. Pfidani dal§iho parametru 7' pak umoziiuje kompenzovat chybu vzniklou
tim, Ze z fyzikalni povahy svétla a omezeni pouzitého zafizeni nelze tuto ostrou hranici ve sku-
teCnosti piesné realizovat. Parametr 1" 1ze interpretovat tak, zZe ostra hranice na poc¢atku skute¢né
existovala, ale samotné snimani zapocalo az s jistym zpozdénim. Vysledna rovnice, pouzita pro
nelinedrni regresi v programu R, méla nasledujici tvar:

3)

F(x,t) — Fun(,0) 1 r+a

Fon0) = Fun(0) 27D T

Odhadnute programem R hodnoty parametru jsou uvedeny v nasledujici tabulce (viz Ta-
bulka [). Ze ziskanych parametru lze konstatovat, Ze pfi pofizovani snimkii pouze dvakrat —
v Casech 0 a 30 minut — byl difuzni koeficient stanoven jako 4,3 x 10~'% m?/s. P¥i potizovéani
snimkii kazdych 5 minut v ¢asovém rozmezi 0-30 minut byl stanoven jako 1,7 x 1073 m?/s.
Tento pokles v odhadnuté hodnoté difuzniho koeficientu mtize byt zpiisoben fotovybélenim ¢as-
tic, které difundovaly do jiz poSkozené oblasti. Pokud vSak na vzorek mezi potizovanim snimkt
pusobilo TL svétlo o intenzité 7,6 %, byl pozorovan vyznamny nartst difuzniho koeficientu na
4,9 x 10713 m?/s. Zvyseni intenzity TL svétla na 8,2 % vedlo k nartstu difuzniho koeficientu
o jeden fad, na 1,68 x 10712 m?/s. Na zavér lze konstatovat, ze difuze kurkuminu na polyami-
dovych vlédknech je zavisla na intenzité svétla dopadajiciho na vzorek. Grafy rezidui potizené
ve stejném softwaru poukazuji na vznik systematické chyby, pravdépodobné vznikajici v oblas-
tech s nadmérnou koncentraci fluoroforu a v ¢astech nité, kde dochazi k obnové fluorescence
nepodminéné podélnou difuzi castic.

) 4

Tabulka 2: Parametry odhadnuté z nelinearni regresni analyzy pro jednotlivé série FRAP expe-
rimentd.

Nézev experimentu Odhad a [m] Odhad /D [\/m2]s] Odhad T [s]
0,25kurkFRAPO 1,717-107% +1,701- 10~ | 4,141-10~7 +3,102-10~7 11090 + 11090
0,25kurkFRAP02 3,735-1076 £3927-.1076 | 6,562 -10~7 £ 3,151 -10~" 4194 4 4740
0,25kurkFRAP1 2,235-1075 £2,098 - 10~6 | 7,009 1077 +£2,292-10~" 3452 4 2791
0,25kurkFRAP2 5,979-1076 £3,010- 10~ 1,295 -1076 42,465 - 10~ 7 1611 4= 898
0,75kurkFRAP3 5,154 -1075 £ 5,017 - 10~ 1,641 -1076 43,896 - 10~7 1375 4 1000
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3.2 FRAP experimenty provedené pomoci LSCM na Ustavu experimen-
talni mediciny v Praze

Pro dalsi analyzu FRAP na laserovém skenovacim mikroskopu, ktery je pro provadéni této me-
vznikla uschnutim roztoku polyamidu 6 a kurkuminu v kyselinach mravenci a octové v petriho
misce. Timto zplisobem byla pfipravena fada vzorkl s riiznou koncentraci kurkuminu; k dalsi
analyze byl zvolen vzorek z rozsahu koncentraci, ve kterém se projevovala linearni zavislost
detekované fluorescence na koncentraci fluoroforu, jak bylo uvedeno na pocatku kapitoly f.
Na zakladé vysledkt analyzy polyamidovych folii byla zvolena koncentrace kurkuminu v roz-
toku pouzitého k vyrobé nanovlakenné vrstvy. Zvlaknovani probihalo pii konstantnim napéti,
z jehly na rotujici kolektor. Takto vyrobené vzorky byly zavéSené ve vzduchu pied objektivem
mikroskopu pomoci néstavce vyti§téného na 3D tiskarné.

Pofizovani snimku probihalo na mikroskopu Zeiss AxioObserver LSM 880 pomoci objek-
tivu Plan Apochromat 10x/0,45 M27. Pfi snimani bylo pouZito excitac¢ni svétlo o vinové délce
488 nm a intenzité¢ 2 %. Doba, po kterou se laserovy paprsek nachazel v misté odpovidaji-
cim jednomu pixelu (pixel time), ¢inila 1,54 ps. K fotovybéleni byly pouzity dvé vinoveé délky
405 nm a 408 nm ob¢ nastavené na 100 % intenzitu. Pixel dwell time pii fotovybéleni byl zvét-
Sen na 131,07 ps. Pfi pouziti nanovlakenného materialu probihalo fotovybéleni pomaleji a by-
lo nutné uvedeny postup zopakovat desetkrat (pocet iteraci pii fotovybéleni byl roven deseti).
Priib&h FRAP na polyamidové folii je uveden na obrazku [7.Dalii analyza probihala dvéma zpi-
soby, kdy nejprve byl odhadnut difuzni koeficient s vyuzitim nasledujiciho empirického vztahu

D=y % , kde D znaci difuzni koeficient, v je parametr zavisly na tvaru a profilu skvrny

fotovybij enzi (ve vypoctu byla pouzita hodnota 0,88), w je polomér skvrny fotovybijeni a ¢1 je
poloc¢as obnovy fluorescence (Lorén et al., 2015). Pti vypoctu byly pouzity hodnoty z regreaniho
modelu poskytnuté programem ZEN Pro ihned po provedeni experimentu. Spoc¢itané hodnoty
byly vloZeny do tabulky B. Dal§im zptisobem stanoveni difuzniho koeficientu byl model dle
Soumpasise (Soumpasis, 1983) a Saxtona (viz rovnice [)(Saxton, 2001)), ve kterém 7, znaéi
charakteristicky difuzni ¢as, ¢ je symbolem pro ¢Cas, Jy a J; jsou Besselovy funkce prvniho dru-
hu, F'(t) je stfedni intenzita pixelti ve fotovyb&leném misté v ¢ase ¢, F'(0) je stfedni intenzita
pixell ve fotovybéleném misté ihned po fotovybé&leni, F'(co) je stiedni intenzita pixel ve fo-
tovybéleném misté po ustaleni rovnovahy (ukonceni difuze) a r, je znacka pro polomér skvrny
fotovybéleni.Graf zobrazujici regresni kiivku ziskanou aplikaci tohoto modelu na experimen-
talni data je uveden na obrazku [i. Vypoétené hodnoty difuznich koeficientd byly zaneseny do
tabulky .

-0 () () ()] - R

Tabulka 3: Difuzni koeficienty kurkuminu stanovené pro planarni vzorky polyamidu 6.

_T_Z (5)
™ =UD

[m?/s]

Material Polymerni folie Nanovldakennda vrstva Nanovldkennd vrstva
Regresni model Zen pro Saxton and Soumpasis Zen pro Saxton and Soumpasis
Difuzni koeficient 1.5 x 10713 5.8 x 1013 2.7 x 10713 2.0 x 1012
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Obnova fluorescence po fotovybéleni na polymerni folii

38 sec 1243 sec

O Data z experimentu
Regresni model, ty= 30.317 s
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Obrazek 7: Zleva je zobrazen priibéh FRAP experimentu na polyamidové folii. Zprava je uveden
graf ziskany aplikaci regresniho modelu (viz rovnice ) na data potizend v pribéhu tohoto
experimentu.

4 Zavéer

Tato prace uvadi rozpracovany postup nastaveni a upravy FRAP experimentd provadénych na
polymernich materialech, coZ je zatim malo feSené téma v odborné literatuie (Sustr et al., 2017).

Stanovené difuzni koeficienty kurkuminu na polymerni f6lii z polyamidu 6 se pohybuji fado-
vé kolem D ~ 10713 mTQ V piipadé nanovlakenného materialu se stanoveny difuzni koeficient
nachazi v rozmezi 10~*2 mT2 az 10713 mTQ Ziskana data fadové odpovidaji difuznim koeficientim
stanovenym pro kurkumin na povrchu PLGA pomoci po¢itatové simulace (Giorgi et al., 2024).

Experimenty provadéné na kompozitnich polyamidovych nitich vyrobenych sttidavym zvla-
knovanim ukazuji na silnou zévislost difuzniho koeficientu na intenzité bilého svétla dopadaji-
ciho na vzorek. Jev svétlem fizené povrchové difuze je rovnéz v odborné literatufe zatim malo
zkouman. Studie, ve které bylo zkoumano chovani atomti cesia na povrchu safiru, uvadi, Ze pfi
svétlem tizené difuzi je ¢ast energie z absorbovanych fotont spotfebovana na desorpci difun-
dujici ¢astice z povrchu, po kterém se pohybuje. Pravé procesy adsorpce (navazani ¢astice na
povrch pomoci nevazebnych interakci) a desorpce (uvolnéni z povrchu) hraji pro rychlost di-
fuze klicovou roli. Zaroven se uvadi, ze pfi nehomogennim osvétleni vzorku dochazi k efektu
shodnému se Soretovym jevem, pfi kterém nehomogenni ohtev télesa vyvolava nerovnomérné
rozloZzeni molekul v jeho objemu (Vartanyan et al., 2011).
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