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ABSTRAKT

Byly studovany agregacni schopnosti hyaluronanu na povrchu kladné nabité slidy pomoci
mikroskopie atomarnich sil. Hyaluronan byl na povrch deponovan z vodnych roztoka bez
a s obsahem pufra¢niho ¢inidla. Studovanymi proménnymi byly typ disperzniho prostiedi,
zpusoby piipravy polymernich roztokd, koncentrace hyaluronanu, teplota, teplotni spad,
zpusob fedéni vychoziho roztoku pro depozici na nosny substrat, depozice a suSeni
hyaluronanu na nosném povrchu. Z experimentalnich vysledkii vyplynulo, Ze agregacni
a sitotvorné schopnosti hyaluronanu na povrchu kladné¢ nabité slidy reflektuji zplsob
ptipravy polymerniho roztoku a typ disperzniho prostiedi, ze kterého je tento polymer

nanésen na nosny povrch.

Kli¢ova slova: hyaluronan, roztok, povrch, imobilizace, polymerni sit¢ a agregaty,

mikroskopie atomdarnich sil.

ABSTRACT

Aggregation capabilities of hyaluronan on positively charged mica surface were studied by
atomic force microscopy. Hyaluronan was deponated from aqueous solutions with and
without buffer agent. Studied were variables such as type of disperse medium, temperature,
temperature gradient, dilution means of original solutions before deposition on supporting
surface. Experiment results demonstrate that aggregation and network making capabilities
on positively charged mica surface reflect means of polymer solution preparations and type

of disperse medium from which is polymer deponated on supporting surface.

Keywords: hyaluronan, atomic force microscopy, imobillisation, solution, surface, polymer

network and aggregates.
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UvVOoD

Hyaluronan (HA) je pfirodni polysacharid bézné se vyskytujici v lidském téle, kde se
ucastni fady biologickych procest. Vykondvana funkce se odviji od molarni hmotnosti,
ktera urcuje, jestli se dané molekula hyaluronanu bude podilet napt. na migraci bunék nebo
hojeni ran. Hyaluronan se diky tomu vyznacCuje obrovskym aplikacnim potencialem
v oblastech tkanového inzenyrstvi, kosmetiky a mediciny. Tyto rozlicné vyuziti jsou dany
jeho vlastnostmi a spektrem literarné popsanych postupt jejich modifikaci. Lze jej pouzit

napiiklad pro pfipravu nanocastic pro distribuci 1é¢iv nebo hydrogela pro biotisk.

Rozséhla Skéla vlastnosti hyaluronanu je ovlivnéna strukturou tohoto polymeru. Jeho
terciarni konformace je velice variabilni a Ize ji ménit kontrolou faktord, jako je pH
roztoku, smykové namahani a teplota béhem pftipravy roztoku. Strukturadlnim uspotadanim
a chovanim hyaluronanu v roztoku spole¢né s jeho biologickymi funkcemi se vénuje
teoretickd cast této prace. Spolu s tim je feSen uvod do mikroskopie atoméarnich sil (AFM),
jenz je dulezitym nastrojem pro charakterizaci celé fady makromolekuldrnich systémil
(DNA, RNA atd.). S ohledem na zaméfeni této diplomové prace jsou zde rozebrany
mozZnosti snimani HA pomoci této charakterizacni techniky. Spolu s tim jsou popsany
zndmé imobilizaéni pfistupy vedouci k imobilizaci takovychto makromolekul na hladky
povrch, pozorované konformace, podminky vedouci k jejich vytvoteni a vyuziti AFM pro

jinou nez Cisté topologickou charakterizaci hyaluronanu.

Prakticka c¢ast této diplomové prace je zaméfend na studium konformace hyaluronanu
sodného imobilizovaném na hladkém povrchu modifikované slidy za pouziti AFM
v poklepovém reZimu v prostiedi vzduchu. Pro tyto Ucely byly pfipravovany roztoky HA
za odliSnych fyzikalnich podminek, jako je typ disperzniho prosttedi, podil polymeru
v roztoku a teplota. Jsou zde popsany vrstvy HA deponované na povrch slidy z vodného
nebo pufrového roztoku nebo roztoku ptipravené¢ho z diive solidifikovaného filmu. V
zavislosti na téchto proménnych jsou diskutovany agregacnich schopnosti HA na pevném
povrchu a jejich vztah ke konforma¢nimu uspofddani tohoto biologicky dilezitého

polymeru v roztoku.
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1 KYSELINA HYALURONOVA

Kyselina hyaluronova (HA), znama také jako hyaluronat sodny nebo hyaluronan je linearni
polysacharid obsazeny v extracelularni matrix (ECM) tkani u vSech vysSich organismd.
Kromé toho je produkovana nékterymi druhy bakterii jako extracelularni kapsle!?.HA je
povazovana za extracelularni polymer a jeji funkce uvniti buniky nebyla dosud zcela
objasnéna’. Jednou z aplika¢nich moznosti je tvorba hydrogelti zpravidla vyzadujici jeji
chemickou modifikaci. Modifikace polymeru umoziuje jeho sitovani a zaclenéni derivata,
kterymi lze ovliviiovat vlastnosti vysledné morfologie. Hydrogely na bazi HA vzhledem
k biokompatibilité a bioaktivité¢ materialu nachdzi uplatnéni zejména v estetické medicing
ve form¢ dermalnich vyplni nebo pii 1é€bé neinvazivnich koznich defektd. Ve
farmakologii 1ze hydrogely pouzit pro cilenou distribuci 1é¢iv. Schéma shrnujici moznosti
uziti farmakologickych preparati na bazi HA je uvedeno na obr. 1. Vyhledové HA
pfedstavuje vhodny materidl pro ptipravu bioinkoustli pro 3D biotisk a aplikace v oblasti

bionanotechnologii* 5.

Transdermalni aplikace

Cilené aplikace - T A Terapie rakoviny
2 S
Y _ ) 8
T -;‘\\ £} {
O ' T = =
3 4
Konjugdty Ié¢iv  Nanodastice ~ Nanodasticové Hydrogel ~ Nanogel
hybridni
systémy

Obr. 1: Schéma riiznych terapeutickych aplikaci medikament zaloZenych na HA*
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1.1 Struktura a biologické funkce

Hyaluronan je slozeny z opakujicich se disacharidovych jednotek obsahujici kyselinu
glukoronovou a N-acetyl-D-glukosaminu. Kazdy disacharid dosahuje délky 1,0 nm *'°.
K HA syntéze dochéazi v plazmatické membrané pomoci hyaluronan syntetaz, které
iniciuji, prodluzuji a pienaseji HA do ECM!!. Degradace naopak nastavd bud
neenzymatickymi procesy reaktivnimi formami kysliku, nebo enzymatickymi procesy

pomoci hyaluronidaz, které zptisobuji depolymeraci HA!. V lidském téle se vyskytuje 15 g

HA z &ehoz asi 5 g denné podléh4 degradaci a je znova obnovovano’.

Kazdy disacharid se skladd z jedné karboxylové kyseliny, jednoho primdrniho alkoholu
a jedné amidové slozky (obr. 2). Ty jsou vyznamné pro biologickou funkci HA a umoziuji
chemickou modifikaci. Karboxylovd kyselina pfitomna v podjednotce kyseliny
glukuronové je pii fyziologickém pH efektivné zbavend protond a zodpovédna za
polyaniontovy charakter makromolekuly’. HA se v organismu nevyskytuje ve formé
izolované molekuly. Nachdzi se v roztocich nebo je vazéna na jiné biopolymery, napf.
hyaluronan vézajicimi proteiny tzv. hyaladheriny.!!? Interakce mezi HA a proteinem ma
dilezitou strukturni tlohu v extracelularnich prostorach, kde jsou komponenty EMC
podrobeny silovému puasobeni v pfipad¢ deformace tkani nebo matrice. Ptikladem
struktury pochézejici z takové interakce jsou objemné supramolekularni komplexy tvotené
HA a proteoglykanem agrekanem. Tyto komplexy vyznamné piispivaji k integrité a
biomechanickym vlastnostem chrupavky, jeZ jsou nezbytné pro funkci kloubi!®. HA dale
vykazuje vyznamné signalizacni vlastnosti souvisejici s vdzanim na receptory piitomnymi

na povrchu bunék, z nichz hlavni je CD44'.

Mista vyznamna pro

Silny negativni naboj TS,
pFi fyziologickém pH [3 %’4 gltyk05|d|cka. v?zba rozpoznani hyaladheriny
Stepeni hyaluronidazou a pro chemickou modifikaci
pKa ~3-4
OH
%m
O
[B-D- kyselina glukuronova][N-acetyl-B-D-glukosamin] [B-D- kyselina glukuronova][N-acetyl-B-D-glukosamin]
Disacharid Disacharid

Obr. 2: Chemicka struktura HA: karboxylova kyselina (modra), primarnim alkohol
(zelend) a amid (riizova)®.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

Primarni struktura HA neobsahuje zadné peptidy. Stejné jako ostatni glycosaminoglycany
je slozena z jednoho polysacharidového fetézce, ale na rozdil od ostatnich zastupcu této
skupiny je HA jedina nesulfatovana sloucenina. Tato uniformni struktura miize na prvni
pohled vyvolavat dojem, ze HA vykondvd pouze omezené biologické funkce. Ve
skutecnosti jsou vSak tyto limitace piekonany mnozstvim specifickych HA vazebnych

mist!>1©,

Sekundarni struktura HA (obr. 3) je tvofena dvakrat stoCenou Sroubovici, jejiz strany jsou
identické, funk¢né rovnocenné a antiparalelni. Ve struktufe HA, studované ve vode
a dimethyl sulfoxidu, mize byt zaclenéno az 5 H-vazeb na jednu tetrasacharidovou
jednotku. H-vazby se formuji podél osy polysacharidu a jsou pfic¢inou sta€eni fetézce. Dale
podminuji vznik hydrofobnich oblasti umoziiujicich interakce s dal§imi HA fetézci i pies
jejich negativni naboj. Hydrofobni oblasti zaujimaji 8 az 9 CH skupin piesahujicich az pies
3 sousedni sacharidové jednotky a ptedstavuji alternativni strany polymeru. Tato vlastnost

1617 - Dyakrat stotena

poskytuje vysvétleni pro interakce HA slipidy a membranami
Sroubovice je v roztocich schopna energeticky i stéricky tvofit rozsdhlé duplexni formace,
jejichz hnaci silou je pravé interakce mezi hydrofobnimi oblastmi fetézce'®.Vnitini
zbytkove vodikové vazby uvnitt HA jsou v polarnich rozpoustédlech zesileny vodikovymi

vazbami v molekulach rozpoustédla'?.

U'-C'('H.
=g Oepo [ ] N}-f
ol CH,0H -HO. OH !
o O HOAN L T - ) '7\\
g W‘” N P Z"'O .
O Y W ; 2 04
Mg ¢
O=¢ e

Obr. 3: Sekunddrni struktura HA. Na obrazku je fragment retézce slozeny ze dvou

disacharidovych jednotek. CtyFi vnitini zbytkové vodikové vazby jsou zesileny vodnimi

miistky mezi COO skupinou a acetamidovou NH skupinou'?.

Terciarni struktura nejcastéji zaujima formu listu nebo trubicek, které jsou modelovany
paralelnimi, antiparalelnimi a sklddanymi fetézci. Tato struktura vSak vykazuje vysokou
variabilitu a nizkou stabilitu 1 za mirnych podminek. Dusledky této nizké stability jsou pak
snadné prechody mezi riznymi podobami hyaluronanu, pticemz dilezitou roli v tomto

procesu hraje mimo jiné i molarni hmotnost HA!'>!%,
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Pro studium konformace HA byl tento biopolymer podroben ftad€ experimentl
v rozdilnych podminkéch. Na jejich zéklad¢ bylo zjisténo, ze strukturni usporadani HA
muze byt ve formé (i) molekularniho fetézce ve zfedéném roztoku, (ii) dvojité Sroubovice,
(ii1) dvojice antiparalelnich fetézcii, mezi kterymi nedochazi k propleteni, (iv) jednoduché
Sroubovice s tésnym prostorovym usporadanim, (v) Sestice fetézcli s pravidelnym
uspotradanim, (vi) fetézce s tésnéjSim uspofadanim a (vii) zcela natazenymi jednotlivymi

fetézci. Tato usporadani jsou znazornéna na obr. 4.

liii}

Obr. 4: Mozna usporadani polymerniho retézce HA podminéné experimentalnimi
podminkami'?

HA vykazuje antagonisticky efekt viici fadé biologickych funkci jako jsou zanéty, migrace
bunék a jejich proliferace. Tyto protichiidné UCinky lze vysvétlit mimo jiné velikosti
a distribuci molekuldrni hmotnosti Mw, ktera se pohybuje v rozmezi ~2-105 az ~10-10°.
Biologické funkce HA se liSi v zdvislosti na této rozdilné molarni hmotnosti. Vysoko
molekuldrni HA (> 1 MDa) je uplatiiovana v procesech, jako je hojeni ran, potlaceni
zanétl,, ochrana epitelové tkan€, homeostdze tkani, antiproliferativni a antiangiogenni
Geinky™!5. Dale md funkci jako antifibrotické ¢inidlo pfi revmatické artritidé a
osteoartritidé. Také snizuje adhezi béhem chirurgického zékroku v intraabdomindlni
oblasti’’. HA je nezbytna pro pieziti zarodku b&hem embryogeneze, a to v disledku jeji
funkce béhem procesu srde¢ni morfogeneze. Hygroskopické a viskoelastické vlastnosti HA
umoziuji udrzovat strukturu a vnitini napéti tkani, diky nim rovnéz pasobi HA jako
lubrikaéni ¢inidlo v kloubech!*. Mnozstvi HA vyznamné vzriista pii zanétlivych procesech

vyvolanych naptiklad pifi infarktu myokardu, artritidé nebo odmitnuti transplantatu.

Odstranénim HA vc¢asnou l1é¢bou infarktu myokardu pomoci hyaluronidazy je redukovana
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fibréza myokardu a zmirni se dopad infarktu®. HA s molekularni hmotnosti mezi 250 kDa
az 1MDa se projevuje jako prostiedek plisobici proti zanétim. Fragmenty HA o 117 kDa
se ukazuji jako Uc¢inné inhibitory migrace a invaze rakovinovych bunék. Opacny efekt

vykazuji fragmenty o 35 kDa'.

1.2 Chovani a usporadani polymernich fetézcii v roztoku

Chovani a usporadani HA tetézch v roztoku se odviji od n€kolika faktorti. Vyznamna je
molekulova hmotnost rozpusténého polymeru a typ disperzniho prostiedi. Piikladem muize
byt chovani HA v neutralnich vodnych roztocich (nebo v roztocich blizkych fyziologické
koncentraci HA). Molekularni domény HA fetézcli o vysoké molarni hmotnosti zaujimaji
sférické uspotfadani. Oproti tomu HA s mensi molarni hmotnosti se chova jako typicky
semiflexibilni polymer, kde kratké fetézce jsou viditeln¢ protazeny, zatimco dlouhé fetézce
se na svych koncich evidentné staci. Kromé molekulové hmotnosti a rozpoustédla mé na
chovani HA vliv cela tada dalSich faktorG (pH roztoku, pfitomnost iontl, teplota, napéti
atd.). K charakterizaci téchto vlivil slouzi velké mnozstvi metod, jejichZ stru¢ny vycet je

uveden v nésledujicim odstavci®!.

1.2.1 Metody charakterizace chovani a struktury HA

N 24

hmotnost . Stanoveni Mw je obtizné urcit vzhledem k polydisperzit¢ polymeru,
podminkam liSicim se od podminek idealniho roztoku, obtiZim pti definovani konformace
a agregaci. Pro ur€eni Mw se v poslednich letech stala oblibenou metodou rozméroveé
vylucovaci chromatografii s dvojitou detekci vicehlového rozptylu svétla a indexu lomu
(SEC-MALS-RI) 2,

Informace o HA miiZze poskytnout molekula vody uzaviend v této makromolekule. Jde
o nepiimé nahlédnuti do struktury HA pomoci infraervend spektroskopie (FTIR). Ve
FTIR spektru je sledovan Siroky pik typicky pro OH skupinu z molekuly vody. V HA
roztocich o odlisnych koncentracich byly pozorovany zna¢né odchylky mezi piky OH
skupin, coZ jednozna¢né¢ poukazovalo na pfitomnost riznych struktur ve vodném
prostfedi’’. Reometr slouzi ke zhodnoceni reologickych vlastnosti, z nichz pfedmétem
zajmu je Casto viskoelasticita nebo viskozita roztoku v zavislosti na koncentraci, molarni
hmotnosti nebo typu rozpoustédla?®. Pro zhodnoceni vlastnosti latek Ize pouzit fadu dalsich
technik (NMR, RTG difrakce atd.). Vyznam pro charakterizaci makromolekul ma
mikroskopie atomarnich sil, které je v této praci vénovana samostatna kapitola. Zajimava

je 1ijeji kombinace sjinymi metodami. Za zminku zde stoji AFM spojena
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s jednomolekulovou silovou spektroskopii (SMFS) predstavujici dulezity ndastroj pro
studium intramolekularnich a intermolekularnich sil, stability dimerG a supramolekuldch
polymert, interakci makromolekula-rozpoustédlo, struktury ve vodném prostiedi vazané
vodikovymi vazbami a interakci mezi proteoglykany a proteiny, tedy mezi HA
a hyaladheriny'*** AFM-SMFS také umoziiuje charakterizaci konformace a elastickych
vlastnosti jednotlivych polymernich fetézct. Vyhodou této metody je kombinace mozné

lokalizace a skenovani jednotlivych molekul v kontrolovaném prostiedi*.

1.2.2 Faktory podminujici usporadani polymerniho fetézce v roztoku

Na zakladé studia HA vySe zminénymi metodami jsou pozorované strukturni zmény
hyaluronanu podminéné fadou faktort. Ty se projevuji rozdily ve struktufe HA molekuly
v roztoku nebo v krystalické fazi ve srovnani s idedlné¢ volnou molekulou. Volnou

molekulou se rozumi molekularni struktura, ktera by byla pozorovana ve vakuu!2.

Charakterizace vysokomolekularni HA rozpusténé ve vod¢ ukdzala, ze v ptfipadé¢ HA
dochazi k agregaci fetézcl polymeru do sité zaujimajici tvar pfipominajici medové pléstve.
Tloustka fetézce se zvétSuje s rostouci koncentraci polymeru ve vodném prostredi. Tato
skutecnost naznacuje, ze agregace je vratny a usporadany proces. U nizkomolekularni HA
byly za srovnatelnych podminek rozeznatelné oblasti majici uspofadani sité, kde jsou
vzajemné propleteny makromolekuly HA vedouci ke vzniku integralni struktury. Z tohoto
divodu se HA roztoky pii koncentracich 0,5-1,0 g/l chovaji jako slaby elasticky gel.
Dlouhé molekuly tvofi vétSsi mnozstvi pficnych vazeb neZz krat§i molekuly, ¢imz je
polymerni sit’ pfi dané koncentraci pevnéjsi. HA o nizké viskozité tvofi tuto polymerni sit’

jen v omezené mife oproti nativni HA'"%>,

Roztoky HA v rovnovaze obsahuji velky podil uspofadanych struktur. NarusSeni fady
znich nastdvd mechanickym naméhanim jako je michani, pfelévani nebo deformace
synovidlni tekutiny indukované pohybem kloubii. U narusenych struktur se ocekava
reformovani a ndvrat do piivodniho stavu za soucasného uvolnéni napéti. Tim je dosazeno
elastického odrazu, jenz byvéa pozorovan u mechanicky narusenych roztokii HA s vysokou
molekularni hmotnosti'”. U jiz zminéného uspoiadani na zakladé vodikovych vazeb a
hydrofobnich interakci mezi antiparalelnimi fetézci se mohou vratné rozpadat agregaty
zvysenim teploty nebo alkalizaci roztoku?’. ZvySovanim teploty byla prokazana tepelna
destabilizace lokalni superstruktury a zména struktury vedouci k prechodu do formy
nahodného klubka. Tento proces byl pozorovan u jednotlivych HA molekul ve
fyziologickém roztoku. Za pokojové teploty lze polymerni strukturu rozrusit aplikovanym

nap&tim?*,
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Nartstem pH z neutrdlniho na zésadité také vyrazné klesa tuhost polymerniho fetézce (o
30 az 50 %) ve vodnych roztocich. Jako vysvétleni zmény tuhosti byl povazovan efekt pH
na vodikové vazby mezi amidovou a karboxyldtovou aniontovou skupinou. Tato hypotéza
vSak byla nasledné vyvracena pofizenim 2D-IR spektra pii riiznych hodnotach pH. Bylo
zjisténo, ze zvyseni pH nevede ke zméné podilu vazanych karboxylatovych aniontovych
skupin. Vodikové vazby mezi karboxylatovou aniontovou skupinou a amidovou skupinou
nemaji vyznamny vliv na tuhost fetézce. Tento zavér potvrzuje tvrzeni, ze hlavnim

zdrojem tuhosti fetézce jsou vodikové vazby na kyslikovych kruzich?®.

Ve fyziologickych roztocich zaujima HA objemnou strukturu ndhodného klubka, ktera
vznikd v diisledku vysoké hydrofility umoziujici HA vazat az 1000x své hmotnosti vody.?
Na usporadani HA v roztocich ma kromé pH vliv i koncentrace soli. Typ rozpoustédla pak
ovlivituje gyra¢ni polomér. Ve vodé je tento polomér pro HA 200 nm. V roztoku
cetylpyridinum hyalurondtu v metanolu je gyraéni polomér 120 nm. Tento pokles
v gyraénim poméru nastava v dasledku kolapsu fetézcl, jez je zpisoben neutralizaci
nabojt!®?’,

Ve ziedénych roztocich pii pH a iontové sile blizké fyziologickym podminkdm vykazuji
fetézce HA znacnou tuhost. Zaujimaji konformaci ndhodného klubka s perzistentni délkou
fetézce kolem 5-7 nm a vysoky hydrodynamicky objem. Pfi iontova sile za téchto
podminek jsou naboje v diisledku karboxylatovych skupin na polymernim fetézci od sebe
témet uplné stinéné. Repulze mezi nimi nemda vyznamny vliv na expanzi objemu klubka.
V roztocich, kde je koncentrace soli niz§i nez 0,15M NaCl, elektrostatickd repulze
navySuje hydrodynamicky objem jednotlivych molekul HA. Také dochazi k naristu
repulze mezi t€émito molekulami. Hydrodynamicky objem se méni s molarni hmotnosti, jak
zndzornuje obr. 5. Molarni hmotnost ma vliv na gyraéni pomé&r a vnitini viskozitu

Mrwe

jednotlivé fetézce HA jsou vzajemné v kontaktu a dochézi k jejich propleteni. Tento jev

nastava pii koncentraci HA nad 1mg/ml nebo pro Mw nad 1-2 MDa?*?"-%%,

ooooo

Obr. 5: Zména hydrodynamické velikosti retezcu HA s nariistajici molarni hmotnosti.
Retézce hyaluronanu s moldrni velikosti (zleva) 0,1; 0,5; 1; 3 a 6 milionii zaujimaji
hydrodynamicky polomer 50, 140, 210, 400 a 600 nm ve fyziologickych solnych
roztocich®’.
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Pii zvysSené koncentraci HA ve fyziologickém roztoku se fetézce vzajemné proplétaji
v disledku rozsifeni hydrodynamickych domén polymeru. Vysledkem je vyznamny narist
viskozity 2. Ve vodném roztoku HA se ptidavkem NaCl potlaéi elektrostatické repulzi

mezi molekulami a viskozita se naopak snizi%3.

Viskozita i viskoelasticita HA v hydratovaném stavu jsou anomadlni, a to ve smyslu, Ze
nejsou konstantni, ale méni se v zavislosti na rychlosti smykové deformace a oscilacnim
pohybu. Viskozita 1% roztoku HA pfi moldrni hmotnosti 3-4-10° &ini pfiblizng 500 000
nasobek viskozity vody pfi nizkych rychlostech smykové deformace, ale mize 1000krat
klesnou, pokud je tlacena skrze injekéni jehlu'®. Viskozita HA roztoku mize byt také
ovliviiovéna jeho pH hodnotou. Zména viskozity HA o Mw = 1,9-10° ve zfedéném roztoku
(0,5 hm.%) je zobrazena na obr. 6b. Viskozita se znaén€¢ méni pro t€émét vSechny hodnoty
pH pii naristajici rychlosti smykové deformace. Vyjimkou je pH=13, kde newtonsky
pribéh viskozity naznacuje fragmentovanou strukturu a mozné zmény v konformaci
fetézce. Pokles viskozity pro vysoké a nizké pH je zplsoben rozpadem polymerni sité
Stépenim glykosidickych vazeb. Pro HA tato degradace zacina pti pH mensim nez 4 a pfi
pH vétsim nez 11. Rozdilné chovani HA 1ze pozorovat ve vice ztedéném roztoku HA (0,05
hm.%) na obr. 6a s molarni hmotnosti Mw=1,9-10°, kde je viskozita za viech pH prakticky

stejnd a méa newtonsky priib&h?’%,
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Obr. 6: Viskozitni chovani ziredénych (a) a semi-ziedenych (b) HA roztokit za odlisnych
hodnot pH**

Studie provedena Gatej et al.*°

vénujici se vlivu pH reologické vlastnosti vodnych roztoky
HA (Mw =10° ) potvrzuje, Ze reologické chovéani je neménné v Sirokém rozmezi pH (2,8

az 12). Pfi hodnoté pH=2,5 popisuje termoreverzibilni gelovité chovani a pfi niz§im pH
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(pH = 1,6) je polymer znova solubilizovan. Za vyssiho pH (>12,5) polymer piechdzi do

konformace nahodného klubka v diisledku disociace OH skupin v zasaditém prostiedi*’.

Vzhledem k polyelektrolytické povaze HA je jeji konformace v roztocich ovlivnéna kromé
jiz zminénych faktord (Mw, teplotou, pH) i pfitomnosti protiiontii. Studie vénujici se
uginku protiiontt ukazaly, Ze v pfitomnosti Na" a Ca” je vétsi pravdépodobnost tvorby HA
agregatli nez v prostfedi s K" !. V roztocich soli je mozna agregace HA oligomeri, které
jsou tvoreny vice nez 20 disacharidi. U nizkomolekularni HA obsahujici vice nez 300
disacharidi je agregace zjevna'’. V roztocich bez piidaného elektrolytu vznikaji
polydisperzni propletené agregaty HA, jejichz stabilita ziistdva konstantni v obdobi
nckolika tydnl. Roztoky majici stfedné az vysokou iontovou silu jsou stabilni v fadu

nékolika dni, poté se vétsina agregatli rozpada’'.

Jednou z dtlezitych informaci o hyaluronanu je doba, po kterou lze roztoky tohoto
polymeru skladovat, aniz by se u nich vyznamné¢ projevila degradace. Poznatky o
degradaci HA v roztocich, které nejsou chranény proti ucinkiim mikroorganismil, maji
kli¢ovy vyznam pro aplikace v kosmetice a medicing*?. Degradace nastiva v disledku

zvySeni teploty a pusobeni mikroorganismi ndhodnym S$tépenim fetézce, jak predklada

1.33 1.32

vyzkumu provedeny Mondeket al.”” a Simulescu et a

Skladovat vodné roztoky HA za pokojové teploty lze 8 dni. Po této dobé se v roztoku
objevi mikroorganismy, které se velice rychle mnozi a zptsobuji degradaci polymeru. Pti
skladovani v lednici pfi teplot¢ 4 °C nedochdzi k vyrazné zmén€ primémé molarni
hmotnosti po dobu 60 dni. Prib¢h degradace se také ovlivituje molarni hmotnost HA. Na
obr.7 jsou pribéhy zmén molarni hmotnost HA roztokd o dvou riznych Mw rozpusténého

HA3,.
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Obr. 7 : Priibéh skladovani HA vodnych roztokii pri laboratorni teploté a v lednici (4 °C).
(Vlevo) roztok HA o molarni hmotnosti 90-130 kDa byl pri pokojové teploté stabilni po
dobu 10 dni. Poté nastala rychld degradace piisobenim mikroorganismii. (Vpravo) roztok
HA o Mw 1750 kDa pri pokojové teploté se zpocatku vykazuje pozvolnou degradaci, ktera
pozdéji nabirda na rychlosti. Degradace roztokiu uchovavanych v lednici je v obou

piipadech pomala™.

Vliv teplotniho plisobeni na stabilitu HA roztoku se odviji od aplikované teploty a doby,
po kterou je roztok zahfivan. Absorbovana voda v tomto ptipadé¢ nemé Zadny degradacni
ucinek na rozdil od samotné teplotni degradace. Pfi fyziologické teploté lidského téla (37
°C) lze pozorovat mirnou degradaci. Podobny prubéh je pozorovatelny pti zvysené teploté
60 °C. Vyrazna exponencialni degradace nastava piti teploté 90 °C (obr. 8). Degradace HA
roztokli o dvou rliznych Mw (1,67 a 1,8 kDa) ukazala, ze degradace ma rychlejsi pribéh

pfi niz&i Mw (1,67 MDa)*>33.
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2 MIKROSKOPIE ATOMARNICH SIL

Mikroskopie atomarnich sil pfedstavuje U¢inny ndastroj pro mapovani Siroké Skaly
povrchovych vlastnosti vodivych i nevodivych materidli. Kromé zobrazeni topografie
povrchu s rozliSenim az v desetindich nm lze ziskat naptiklad informace o adhezi a
deformaci povrchu nebo hustoté povrchového naboje. AFM lze také vyuzit pro

kontrolovanou manipulaci s mikro a nano objekty>*-¢.

2.1 Popis metody

Laser

Fotodioda

Nosnik

Vzorek

Piezoskener
X,Y,Z

Pocitac

Elektronika

Obr. 9: Schéma aparatury AFM >’
Principem AFM je skenovani povrchu vzorku sondou opatfenou Spi¢atym hrotem. Béhem
skenovani se v disledku interakce hrotu se vzorkem nosnik vychyluje a méni se tak 1
signal dopadajiciho laserového paprsku, ktery se od nosniku odrdzi a je zachytdvan
fotodetektorem. Informace z fotodetektoru jsou pak zpracovavany do 3D topografie
povrchu vzorku®®. Pro zménu pozice vzorku je vyuzivan piezoskener**. Schéma AFM je
uvedena na obr. 9. Nevyhoda AFM spociva v dlouhé dobé pofizeni jednoho snimku.
Vyhodou je naopak vyborné rozliSeni snimkii, které ¢ini pro tvrdé hladké vzorky az 0,01
nm a pro mekké biologické vzorky ~1 nm. RozliSeni ziskané¢ho snimku a pfesnost méteni
piimo ovliviiuje vybér AFM hrotu. Tomuto tématu je také vénovana fada studii zabyvajici
se vylepsenim parametrtl hrotu, jako jsou tvar vrcholu, polomér kiivosti a thel kuzele®’.
AFM je idedlni pro zobrazovani velmi hladkych krystalickych struktur az na atomové
urovni jako je slida. Ta se vyznacuje velice hladkou strukturou a jeji miizka je Casto
pouzivand jako snimaci standard pii kalibraci piezoelektrického skeneru pro méteni
v nanometrech®*°, Méfeni na AFM muiZze probihat v prostiedi vzduchu, riiznych plynd,

vakua nebo kapalin.?*
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AFM vyuzivad tfi rezimy skenovani: kontaktni, bezkontaktni a poklepovy (obr. 10).
V kontaktnim rezimu je hrot v neustdlém kontaktu se vzorkem, na ktery tak plsobi
vertikalni a lateralni sily. Vertikalni slozka ma plivod v deformaci nosniku (smérem
nahoru), ktery udrzuje hrot v kontaktu se vzorkem. Lateralni slozka vznikd v dasledku
laterdlniho posunu vzorku béhem skenovani. Kontaktni rezim dosahuje atomového
rozliSeni pro tvrdé, hladké vzorky (silikon, slida). Mékké vzorky (proteiny) musi byt pro
skenovani v tomto rezimu pevné imobilizovany na povrchu substratu, aby nedochézelo
k jejich posunuti a deformacim béhem sniméni. Pro skenovani biomolekul se spise vyuziva

rezimu poklepového?”4,

V""‘ y———

Kontaktni rezim Bezkontaktni rezim Poklepovy rezim

Obr. 10: Zndzornéni rezimii AFM?®
Skenovanim v poklepovém reZzimu se podstatné redukuje opotiebeni hrotu, sniZuje
molekularni pohyb a poSkozeni vzorku oproti skenovani v kontaktnim rezimu. Poklepovy
rezim je ztohoto divodu S$iroce vyuzivan pro studium poddajnych materialti jako
biomolekuly, polymery a nano struktur. Umoznuje také studium izolovanych

biomolekul®?.

Pii bezkontaktnim rezimu je hrot nosniku vzdilen od povrchu vzorku (50-150 A). Hrot
osciluje s malou amplitudou blizkou své rezonancni frekvenci. Interakce hrotu s povrchem
indukuje zmény v oscilaci. Ta je udrZzovdna systémem zpétné vazby upravovanim
primérmé vzdalenosti hrotu od povrchu vzorku, coz miZze byt dale vyuZzito ke snimani
topografie vzorku. Bezkontaktni reZzim se uplatiiuje pro snimani kovii, polovodici,

polymert a biologickych materialti®

2.2 Zobrazovani makromolekularnich systémii

Schopnost snimani pomoci AFM ve vodném prostfedi umoziuje zkoumat fadu
biologickych systému. K témto ucelim se Casto pouziva jako substrat povrch slidy. Slida
se krom¢ hladkého povrchu vyznacuje silnym negativnim nabojem, coz miZze indukovat
lokalni iontovou silu v blizkosti povrchu. Tento jev mulze zplsobit posun rovnovahy

studovanych biomolekuldrnich procest (napt. biopolymerni adsorpce). Slida je smacitelna
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vodou, coz zajistuje dobrou adsorpci molekul a dal§ich objektli v méfitku nanometra.
Mnoho studii z poslednich let (Ostendorf et al.*! nebo Christenson el al.*®) ukazuje, Ze se
na povrchu odstépené slidy v prostifedi vzduchu se formuje uhlicitan draselny K,COs. Tato
struktura vznikd  okamzit¢ po odstépeni vrstvy slidy reakci povrchu substratu
s atmosférickym CO; as vodou. Tato zjisténi poukazuji na nutnost piehodnotit diivejsi

studie zaméfené na strukturu absorbované vody na povrchu slidy %+,

Zkoumané vzorky musi byt na povrchu slidy dostate¢n¢ imobilizovany. V opacném
pfipadé by negativni néboj slidy mél za nasledek Spatné rozliSeni pofizeného snimku
(hlavné u polysacharidi). Imobilizace probiha fyzickou adsorpci nebo chemickou fixaci.
Vpraxi je pro polysacharidy nejbéznéjSim a zéaroven nejjednoduss$im zpisobem
imobilizace postup spocivajici v naneseni malého mnozstvi vodného roztoku obsahujici
polysacharid na slidu. Nésleduje vypafeni rozpoustédla nebo osuSeni vzorku napf.
dusikem. Volnym suSenim na vzduchu dochazi v dusledku odpafovani rozpoustédla ke
kondenzaci a pfemistovani molekul polysacharidu, jez mize vést k formovani agregatl in
situ, které nepiedstavuji uspofddani v piivodnich roztocich®. Z tohoto diivodu je nutné
povrch slidy pfed deponovani roztoku modifikovat, ¢imz se vyrazné zlepsi elektrostaticka
imobilizace studované latky. K modifikaci se bézné pouzivaji divalentni ionty v
roztocich*** Divalentni kationty (Mg**, Ni*") umoziuji adhezi negativné nabitych vzorkl
pfemosténim na povrch substratu. Jejich pfitomnost v zobrazovacim pufru podporuje
adhezi negativné€ nabitych molekul na povrch (slidy) v zavislosti na koncentraci. V jistych
ptipadech musi byt pouzity jiné metody piemosténi, a to v diisledku interakce téchto iontd
se vzorkem. Pfikladem takové alternativni metody modifikace povrchu slidy je oSetfeni

aminopropyltrietoxy silanem (APTES)*.

Dal§im pouzivanym substratem pro AFM je vysoce orientovany pyrolyticky grafit
(HOPG), ktery m4 stejné jako slida hladky povrch a navic ma neutrlni naboj*?. Dale lze

skenovat makromolekuly napiiklad na povrchu skla*®.

2.2.1 Nukleové kyseliny

AFM se ukazuje jako unikétni nastroj pro studium interakci mezi proteiny a nukleovymi
kyselinami za témét fyziologickych podminek. Také lze pouZit relativné dlouhé sekvence
DNA a neni nutné znaceni, barveni nebo fixace DNA ¢i proteinu. Tim je umoznéno piimeé
snimani na urovni jedné molekuly, a lze tedy sledovat ojedinélé chovéni, které jinymi
technikami nepozorovatelné. Pro studium DNA se uplatiuje poklepovy rezim AFM,
jelikoz minimalizuje poruseni vzorku na povrchu substratu. Pomoci AFM lze ziskat

informace ohledn¢ biologickych procesti zahrnujicich transkripci, replikaci a rekombinaci
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nebo o vazebnych mistech DNA***7. Na obr. 11B je zndzornéna plasmidova DNA. Je zde
jasn¢ viditelna dvouvlaknovd DNA na povrchu slidy oSetfené roztokem NiCl,. Molekuly

zde tvofi uzaviené smyCky a zkrouceni vldken charakteristické pro nekondenzovanou

DNA®,

Obr. 11: A) Pozice vazebnych proteinii na DNA (snimand plocha 1x1um). Sipky ukazuji na
protein-DNA komplexy na odlisnych mistech DNA *’. B) Plasmidovd DNA na povrchu

slidy®*. C) Snimek dvousroubovice RNA pii vysokém rozlisenim. D) Detail vyznaceného
useku RNA*,

Problematice snimani RNA a RNA-protein komplexl se vénuje podstatné méné studii, nez
je tomu v ptipadé DNA. Dlvodem muze byt slozita struktura RNA a jeji (bio)chemicka
nestalost. Pomoci AFM byla charakterizovana RNA ve formé vétvenych molekula, oblasti
s uspofadanim vlasenky a nanostruktury slozené z RNA. Informace ziskané sniméanim
jednovlaknové RNA siln€ zavisi na tvaru a velikosti AFM hrotu a je zde nutné vylepSeni
dosud pouzivanych technik. Pro snimani dvouvldknové RNA velikost rozliSeni zavisi na
ostrosti hrotu a na silovém piisobenim mezi hrotem a vzorkem. K rozliseni velkého a
malého Zlabku na fetézci je pak nutny polomér AFM hrotl cca 2,5 nm. Dvouvldknova
RNA je uvedena na obr. 11C a D. Dvousroubovice RNA je zde po celé¢ délce fixovand na

slidé a neutvaii zde zadné slozené struktury*s.

2.2.2 Hylan A

Jedna se o ve vod¢ rozpustny derivat kyseliny hyaluronové. V hylanu A nastava proteiny
fizené zesitovani, které ma za nasledek vyznamné rozdilné vlastnosti hylanu A od
hyaluronanu. Nékteré tyto vlastnosti (hlavné reologické) jsou siln€ ovlivnény molekularni
hmotnosti. Hylan A se déle vyznacuje vyjimecnou schopnosti vazat a udrzovat molekuly
vody (v 5% roztoku véaze veSkerou vodu). Z diivodu zvySené molekuldrni hmotnosti a
49,50

vysoké viskoelasticity nachdzi uplatnéni v produktech pro biomedicinu Snimani

hylanu A pomoci AFM probihd opét v poklepovém rezimu. Pro zobrazeni jednotlivych
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fetézcl (obr. 12A) je nutné piipravit vychozi roztok o dostatecné nizké koncentraci, aby
byly molekuly od sebe oddélené. Pfed nanesenim vzorku na povrch substratu je nezbytné
roztok dale zfedit z divodu zachovéani postacujiciho odd€leni molekul pii interakei
s povrchem substratu. Hylan A tvoii velké mnozstvi struktur sdruzenych mezi sebou
zahrnujicich intermolekuldrni interakce. Obr. 12B znazornuje sdruzeni fetézcti hylanu A.
Tyto fetézce jsou vzajemné spojené do uzla. Také je mozné, ze tato struktura obsahuje
proteiny zprostfedkované zesiténi, ale urCeni zesitovanych bodl je u molekuly hylanu A

zpravidla obtizné 4,

Obr. 12: AFM snimky Hylanu A: A) Izolovany retézec podrobeny molekulovému cesani
v dusledku cehoz byl témer narovnan. Délka retézce je priblizné 6,2 um a velikost snimku
4,5um x 4,5 um, Seda skala pokryva 2 nm. B) Snimek propletené a/nebo zesitované
molekuly s rozsahlym sdruzenim vetézcii. Velikost snimku 3,5 um x 3,5 um, Seda Skdla
pokryva 1,5 nm. C) Detail horni sekce struktury (B) s velikosti snimku 1 um x I um, Seda
Skala pokryva 2 nm™®.

Snimek hylanu A uvedeny na obr.13 ukazuje pfitomnost nepfetrzité agregované sité, ze
které vychazi jednotlivé fetézce. Retézce se typicky vzajemné propletou a vytvoii
agregaty. Smycky vznikajici vramci jednoho fetézce jsou nejpravdépodobnéji

stabilizovany antiparalelni intramolekularni asociaci fetézovych segmenti>®

Obr. 13: Snimek hylanu A za koncentrace 1 ug-ml™" deponovany na povrch slidy a
skenovany pod n-butanolem: A) 400 x 400 nm, B) 200 x 200 nm>°
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2.3 Charakterizace HA

AFM sniméni hyaluronanu na povrchu slidy ukazuje odlisné konformace fetézce a také
rizné intramolekularni a intermolekularni interakce. Molekuly HA Ize zobrazovat jako
natazené izolované fetézce, fetézce s intramolekuldrni vlastni asociaci a jako sité
intermolekularné sdruzenych fetézcli. Pozoruhodnou vlastnosti HA na povrchu slidy je jeji
tendence tvofit agregaty i za nizSich koncentraci. Tento jev je pfipisovan schopnosti
hyaluronanu tvofit polymerni sité. Jiné vysvétleni pochézi z interakce vzorku s povrchem,
na ktery je deponovan. Jednotlivé povrchy se lisi podle pouzitého substratu (slida, grafit) a
podle toho, zda povrch je nebo neni modifikovan. V ptipadé modifikované slidy ma jeji
povrch vétsi drsnost a vetsi hydrofobicitu (podle modifikaéniho ¢inidla) nez slida
nemodifikovana. Zaroven ale bylo zjisténo, Ze nejsou znatelné rozdily v pozorovanych
strukturach HA na modifikované nebo nemodifikované slidé. Vyrazné zmény byly naopak
patrné v ptipad¢ deponovani HA roztoku na grafit. Na povrchu grafitu byly detekovany
polymerni fetézce stahujici se do globularni podoby. Vyznamné je skutecnost, Ze tyto
fetézce nebyly propletené, ale viditelné oddélené, zatimco roztok za stejnych podminek na

povrchu slidy vykazuje vysoké agrega¢ni schopnosti 1.

Na obr. 14C je zobrazend HA deponovand z vodného roztoku o koncentraci 10 pug/ml na
povrch grafitu. Zde jsou pozorovatelné globularni kondenzované systémy a izolované
fetézce vykazujici zjevné protazeni v disledku vlivu molekularniho ¢esani. Stejny roztok
byl dale nanesen na povrch Cerstvé odsStépené slidy. Pozorovana zde byla konformace
relaxovaného klubka (fetézec ma zjevny stupent staCeni shodny s konformaci fetézce ve
zfedéném roztoku) zobrazeném na obr. 14A. Roztok HA opét za stejnych podminek
deponovany na povrch slidy modifikované kvartérnim alkylaminem TMSPTA (N-
trimetoxysilylpropyl-N,N,N-trimethylamonium chlorid) na obr. 14B miiZe zaujimat formu
volné sto¢eného fetézce nebo rigidni konformaci, kterd miize byt protazena nebo ¢astec¢né

kondenzovana®'.
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Obr. 14: AFM vyskové snimky HA o stredni Mw deponované z 10 ug/mL roztoku ve vodé

na povrchu substratu: A) povrch slidy nebyl modifikovan, veikost snimku 1 ym x I um x 0,9
nm. B) Slida modifikovanda pomoci TMSPTA, velikost snimku 750 nm x 750 nm x 1,3 nm.
C) Povrch grafitu, velikost snimku I um x I um x 4,5 nm>!.

Jak jiz bylo zminéno vySe, molekuly hyaluronanu lze zobrazovat v riiznych forméch.
Jednou z téchto forem je konformace natazeného fetézce HA (obr. 15A). Toto usporadani
vSak neodpovidd 3D konfiguraci HA fetézce v roztocich. Nucené protazeni fetézce je
dosazeno molekularnim ¢esanim kapkami vody pii oplachu piebyte¢ného roztoku HA na
povrchu slidy, jejiz povrch byl pfedem oSetfen ptidanim roztoku (10 mM MgCly) ke
snizeni elektrostatické repulze mezi vzorkem a povrchem. Nakonec je nezbytna
prehydratace povrchu slidy pii vlhkosti okoli. V piipadé, ze nedojde k dostatecnému
molekularnimu ¢esani, nebo kdyZ nastane vyrazna relaxace lze pozorovat volné sto¢enou
strukturu HA (obr. 15B). Forma relaxovaného klubka (obr. 15C) byla pozorovana na
povrchu Cerstvé odstépené vrstvy slidy. Tato struktura je shodnéd se zndmymi vlastnostmi
roztoku HA. Pokud je afinita k povrchu substratu pfili§ nizka, mtze vznikat struktura
kondenzovaného fetézce. Tyto struktury jsou viditelné na povrchu Cerstvé odstépené nebo
pfedem hydratované slidy. Pro ¢astecné kondenzované fetézce je charakteristicka struktura
pfipominajici perlovy ndhrdelnik. Obr. 15D ukazuje pfipad kondenzované struktury, kde

jsou zkracovany délky fetézce s nartistajicim globularnim uspofadanim fetézce™.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

Obr. 15: Ruzné konformace HA pozorované na povrchu slidy pomoci poklepového reZimu
AFM: A) NataZeny ietézec HA. Nizkomolekularni HA deponovana z 2ug/ml roztoku v 10
mM MgCl> na predem hydratovany povrch slidy. Méritko cini 500 nm, vySka 1-2 nm.B)
Castecné relaxovand forma HA na piedem hydratované slidé. Nizkomolekuldrni HA
deponovana z 2 ug/ml roztoku v 10 mM MgCl>. Méritko cini 250 nm, vyska 1-1,8 nm.
C)Relaxovand forma HA na Ccerstvé odstépené vrstve slidy. Vysokomolekularni HA
deponovana z 10 ug/ml roztoku ve vode. Méritko cini 500 nm, vyska 1-1,3 nm. D)
Kondenzovanad forma HA z vysokomolekuldrniho roztoku HA ve vode o koncentraci 10
ug/ml. Mévitko ¢ini 250 nm, vyska 1,5-3 nm*

Vyuzitim AFM lze kromé snimku povrchu v 3D nano méfitku ziskat informace
o nanomechanickych vlastnostech studovanych povrcht, jako je lokalni adheze a frikéni
sily. Méfeni téchto parametri probiha v kontaktnim modu a pfi lateralni silové modulaci
(LFM) mikroskopie atomarnich sil. Mnozstvi adsorbovaného polymeru je funkei
koncentrace HA v roztoku. Na obr. 16 lze vidét snimek adsorbované vrstvy HA na
monovrstveé proteinu hoveéziho sérového albuminu (BSA) ziskaného v poklepovém rezimu
AFM. Polymerni sit’ pfipominajici strukturu plastvi se tvofi na monovrstvé BSA (obr.156).
Je pozorovan narust Sifky vlaken sit¢ a zaroven zmensSeni velikosti plastvi v zavislosti na
adsorbovaném mnozstvi (obr.16: B, C a D). Obr. 16D zobrazuje nasycenou strukturu, kde

jsou vlakna polymerni sité slozena z klastr HA molekul.
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Obr. 16: AFM snimky porizené v poklepovéem modu v prostredi vzduchu: A) vrstva BSA
(1,5 umx1,5 um), kde je Sipka ukazuje na molekulu BSA. Snimky B),C) a D) zobrazuji
adsorbovany HA na BSA (5 um x 5Sum)s rozdilnym adsorbovanym mnozstvim B) 25 ng,
C) 50 ng a D) 88 ng™.
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3 MATERIALY A METODY

Pfredmétem studia byly rozdilné agregaéni schopnosti hyaluronanu sodného
imobilizovaném na povrchu slidy. Pro pfipravu roztokii byla HA rozpousténa v ultracisté
vod¢ a pufrované vodé s odliSnymi podily polymeru. Pfiprava dale probihala za rozdilnych
fyzikélnich podminek. Pro naslednou charakterizaci byly roztoky zfedény na srovnatelné
koncentrace a deponovany na povrch modifikované slidy. Takto pfipravené povrhy s HA

byly charakterizovany pomoci AFM.

3.1 Pouzité materialy a chemikalie

Pro ptipravu roztokt byl pouzit hyaluronan (HA) o molarni hmotnosti 370 kDa dodany od
spole¢nosti Contipro a.s. v kosmetické kvalité. HA byl rozpoustén v ultracisté vod¢
(18,2 MQ-cm) nebo v 50 mM pufru Tris-HCl o pH=8 (obr. 17). Pufr byl pfipraven
rozpusténim Tris(hydroxymehyl)aminomethanu v ultracist¢ vod€¢ a okyselenim na
pozadovanou hodnotu pH pomoci HCIL. Ob¢ chemikalie byly zakoupeny v p.a. Cistoté od
spolec¢nosti Sigma-Aldrich. Pro snimani pomoci AFM byly roztoky deponovany na
substrat, kterym byla slida typu V-5 o velikosti 10 x10 mm od spolecnosti SPi Supplies.
Povrch substratu byl modifikovan 0,1 M roztokem MgCl> v ultracisté vodé. MgCly byla
v p.a. kvalité zakoupena od Sigma-Aldrich.

5,0 nm

Obr. 17: Pufr Tris-HCI (50mM, pH=38) na povrchu slidy: A) velikost snimku 20 um x 20
um, B) velikost snimku 3 um x 3 um.

3.2 Priprava roztoki HA a vzorki pro AFM

Prvni ¢ast roztokl byla pfipravovéna rozpusténim HA v ultracisté vodé. Podil polymeru
v téchto roztocich byl 0,25 hm. %. Druha ¢ast vznikla rozpouSténim HA v pufru Tris-HCl
s mnozstvim polymeru 1 hm. %, 0,5 hm. % a 0,1 hm. %. Pfiprava roztokd probihala na

experimentalnim pfistroji TFFC (obr.19) vyvinutém na UFMI, UTB ve Zling, kde byla
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vrstva polymerniho roztoku vystavena bud teplotnimu spadu (50/10 °C), nebo
konstantnimu ohtevu (46/46 °C). Pro porovnani agregacnich schopnosti byly nékteré
roztoky rozpoustény tiepanim pii laboratorni teploté¢ 23°C. Ptiprava vétSiny roztokti vSak
spocivala v rozpousténi polymeru piimo na TFFC (obr. 18), kde byl roztok o hmotnosti 47
g umistén v Petriho misce o praméru 11,5 cm. Roztoky na TFFC byly podrobeny

zvolenému teplotnimu rezimu po dobu 22-24 hodin.

Obr. 18: Zarizeni TFFC
Ptipravovany byly dale filmy z vodnych roztokii HA o koncentraci 0,15 hm. %. Roztok

polymeru byl nejprve po dobu 24 hodin tfepan na tiepacim zafizeni a poté bylo 14,032 g

ptelito do dvou Petriho misek o pruméru 6 cm.

Jedna miska byla vloZena do specidlni cely do TFFC pfi teplotnim spadu 50/30 °C na 24
hodin. Druhé byla umisténa do MCDS (mikrokondenzaéni suSici systém) pii teploté 25/25
°C na dobu 94 hodin.

Dalsi film byl pfipravovan pouze na TFFC. V prvnim kroku byl vloZen na 24 hodin do
TFFC zafizeni s teplotnim spadem 50/30 °C. Poté bylo opét mnozstvi 14,032 g roztoku
HA prelito do Petriho misky a vloZeno do specidlni cely TFFC (50/30 °C) na dalSich 24
hodin.

Vsechny filmy byly po uplynulé dobé bud’ rozpustény ve vod¢ pti laboratorni teploté (opét
24 hodin) na pavodni koncentraci. Pfipravovany byly také filmy v pufru, které byly
rozpustény na ptivodni koncentraci v ultracisté vode€. Postup zde byl identicky kromé doby

ponechani filmu v MCDS, ktery zde ¢inil 48 hodin.

Vzorky deponované HA pro snimani na AFM byly piipravovany jak z nefedénych roztoki,
tak z roztokil fedénych na koncentraci 0,01 hm. % nebo 0,005 hm. %. Stejnym zptsobem

byly pfipraveny vzorky z rozpusSténych HA filmi.
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Povrch cCerstvé odstipnuté vrstvy slidy byl modifikovan 50 ul modifika¢niho roztoku
MgCl> po dobu 60 s. Nasledovalo vysuSeni proudem vzduchu a naneseni 50 pul roztoku
HA. Ten byl na substratu ponechan 120 s a nasledn¢ byl také vysuSen proudem vzduchu.
Roztoky, které byly pfipravovany v pufru byly pfed konecnym vysusenim oplachnuty
proudem destilované vody z pipety. Vzorky HA filmu pfipravené v pufru pted snimanim

na AFM oplachovany nebyly.

3.3 Pouzity AFM mikroskop a programy k vyhodnoceni vysledki

Skenovani vzorki probihalo na mikroskopu atomarnich sil NTEGRA Prima (obr. 19)
zakoupenym od spole¢nosti NT-MDT. Méfeni bylo provedeno v poklepovém rezimu. Byla
pouzita kiemikova sonda NSGO1 o vySce hrotu 14-16 pm a polomérem kiivosti 5-10 nm
od spole¢nosti NT-MDT. Byla skenovana plocha 3 x 3 pm nebo 20 x 20 um. Rychlost
skenovani byla 0,5 Hz s rozliSenim 512 x 512 dpi pfi laboratorni teploté (23 °C) v prostiedi

vzduchu.

Obr. 19: AFM mikroskop NTEGRA Prima
Vyhodnoceni vysledki ziskanych z AFM probihalo pomoci programu Gwyddion
verze 2.55. Jedna se program zaméfeny na vizualizaci, korekci a analyzu dat ziskanych
SPM technikami (napi. AFM, STM). Pomoci programu Gwyddion byly stanovovéany
parametry Ra a Rz, kde Ra udéava stfedni drsnost a Rz stiedni nejvetsi vysku profilu.
V programu Imagel] byla provedena obrazova analyza poskytujici informace o pokryti

povrchu substratu strukturami HA.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Prakticka Cast prace pojednava o studiu vlivii rozdilnych procesnich parametri ptipravy
roztokli HA na zmény agregacnich schopnosti tohoto polymeru na povrhu tuhého substratu

(slidy).

Studovany byly roztoky HA pfipravené v pufrovaném roztoku (Tris-HCI) s odliSnym
podilem polymeru béhem piipravy (0,1 hm. %, 0,5 hm. % a 1 hm. %). Tyto roztoky byly
ptipravovany v TFFC pfi riznych teplotnich rezimech. Sledovany byly vlivy podilu
polymeru ve vychozim roztoku, teplotniho spadu, rozdilné koncentrace deponované na
substrat, rozdily mezi oplachovanymi a neoplachovanymi povrchy slidy s HA a vliv

zfedéni fedéni roztoku pied jeho depozici na tuhy povrch.

Vychozi koncentrace roztokti ve vodé byla (az na jednu vyjimku) 0,25 hm. %. Roztoky
byly ptipravovany na TFFC. Pro porovnani metod piipravy byl jeden roztok tfepan a poté
dan na TFFC. Déle byla porovnavana teplota béhem fedéni roztoku, teplotni spad,

hmotnostni podil HA a stfedni teplota.

Filmy (systém roztok-film-roztok), byl pfipravovéan z 0,15 hm.% roztoku rozpousSténého
ttepanim nebo na TFFC bud’ ve vod¢, nebo v pufru. Jeden film vznikal z tfepané¢ho roztoku
vlozenim do MCDS. Dalsi se pfipravil vloZzenim tfepaného roztoku do TFFC a posledni
film vznikal pouze na TFFC. Roztoky pfipravované ve vodé€ i v pufru byly nasledné
rozpustény ve vode¢. Takto pfipravené filmy byly navzijem porovnany s ohledem na

pouzité rozpoustédlo a proces ptipravy.

Poznamka: Pred depozici na povrch slidy byly vSechny roztoky zredény na
srovnatelny hmotnostni podil HA 0,01 hm. %, pokud tomu neni uvedeno jinak. Stejn¢

tak byla velikost snimané plochy pomoci AFM 3 x 3 pm.
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4.1 Roztoky pripravované v pufru

4.1.1 Vliv hmotnostniho podilu HA v pufrovaném roztoku na zménu vzhledu

imobilizované vrstvy HA rozpousténé pii stiedni teploté 46/46 °C

Celkové pokryti: 1,2 %

[nm]

Ra=(30,9+1,1) pm

Vyska profilu

Rz = (310+40) pm
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Obr. 20: Vliv hmotnostniho podilu HA v pufrovaném roztoku na vzhled imobilizovaného
polymeru na povrchu slidy. Vychozi roztok pripravovin v TFFC pri 46/46 °C. Koncentrace
vychozich roztoku pred redénim a depozici na povrch: A) 0,1 hm. %, B)0,5 hm. %, C)1 hm.%.

Ziskané vysledky byly podrobeny obrazové analyze. Jejim provedenim lze ziskat

informace o celkovém pokryti substratu polymerem jeho agregovanymi strukturami. Z dat
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ziskanych pomoci AFM byly vybrano 5 profilovych fezl, ze kterych byly nésledné
stanoveny parametry Ra a Rz. Nakonec byl vytvofen 3D model snimku z AFM pomoci
programu Gwyddion. Na zéklad¢ téchto udaji byl porovna vliv hmotnostniho podilu na

agregacni vlastnosti hyaluronanu imobilizovaném na povrchu slidy (obr. 20).

Na kazd¢ namétené plose jsou evidentni neuspoiadané struktury HA. Z obrazové analyzy
1ze vidét, Ze nejmensi pokryti substratu polymerem (1,2 %) je z 0,01 hm.% roztoku. Stejné
tak je zde pozorovana mald méfenych struktur. S vyssi koncentraci (0,5 hm.%) je evidentni
nariist pokryti polymerem (9,3 %). Vyrazné¢ vétsi pokryti povrchu polymerem lze
pozorovat v piipadé vychoziho roztoku s 1 hm. % HA. Pokryti zde vyrazné nartsta a jsou
zde vidét malé agregované shluky polymeru, které 1ze v malé mite vidét v piipade 0,5 hm.
% roztoku, zatimco u 0,1 hm.% roztoku HA zcela chybi. S rostoucim podilem polymeru
nariista i vySka pozorovanych struktur. I tak se vSak jedné o velice malé zmény (u 0,1 hm.

% je to 0,8 nm a 1 hm.% kolem 1,5 nm).

Pozorované rozdily mezi srovnavanymi vzorky na obr. 20 nejsou zplsobeny rozdilnou
koncentraci polymeru, jenz byl deponovén na povrch slidy. Jak bylo uvedeno vyse, vzorky
byly pted depozici na povrch fedény vzdy na srovnatelnou koncentraci. To znamend, ze
pozorované rozdily reflektuji sitotvorné schopnosti HA v roztoku s rostoucim podilem
polymeru pii jeho rozpousténi. Zajimavé je, Ze se takto nabyté vlastnosti pfi vySSim

hmotnostnim podilu polymeru pfenasi do ziedénych roztokd.

4.1.2 VI1iv hmotnostniho podilu HA v pufrovaném roztoku na zménu vzhledu
imobilizované vrstvy HA rozpousténé pri stiedni teploté 46/46 °C

s naslednym Fedénim na (0,005 hm. %)

Dals§im krokem pro porovndni roztokd pfipravenych pii stfedni teploté 46/46 °C bylo
zfedéni deponovaného roztoku na podstatné mensi koncentraci z 0,01 na 0,005 hm. %. Na
obr. 21 jsou uvedeny snimky imobilizovanych fetézci HA z vychozich roztokil s
obsahem 0,5 a 1 hm. %. Na obou snimcich jsou opét viditelné neusporadané struktury HA,
které tvofi shluky volné spojené polymernimi fetézci. Jak je patrné ze vzorku pro
vychozich 0,5 hm.% HA v pufrovaném roztoku, kde lze pozorovat mirny nértst v pokryti

povrchu slidy HA.

Z porovnani dat uvedenych na obr. 20 a 21 je ziejmé, s rostouci mirou fedéni z 0,01 na
0,005 hm. % dochdzi k rozruSeni sitotvornych schopnosti HA na povrhu kladné nabité
slidy a to zejména v pfipadé systému s nejvétsim hmotnostnim podilem polymeru

v roztoku (1 hm.%).
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Obr. 21: Vliv hmotnostniho podilu HA v pufrovaném roztoku na zmenu vzhledu imobilizovaného
polymeru na povrchu slidy. Vychozi roztok pripravovan na TFFC pri 46/46 °C a pred
deponovanim byl ziedén na 0,005 hm. %. Koncentrace vychoziho roztoku pred redénim: A) 0,5
hm. %, B)1 hm.%.
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4.1.3 Vliv hmotnostniho podilu HA v pufru na zménu vzhledu imobilizované vrstvy

HA rozpousténé pri stiedni teploté 46/46 °C na roztoky deponované ve svych

vychozich koncentracich.
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Obr. 22: Vliv stiedni teploty na zménu vhledu imobilizované vrstvy HA na povrchu kladné nabité
slidy. Vychozi roztok pripravovan v TFFC pri 46/46 °C. Roztoky byly deponoviny na povrch ve
svych vychozich koncentracich: A) 0,1 hm. %, B)0,5 hm.%, C) 1 hm. %.

Kromé vlivu snizeni koncentrace byl také pozorovan vliv vychozi koncentrace roztokd na podobu
HA struktur na povrchu slidy, obr. 21. V pfipadé roztoku s 0,1 hm.% HA 1ze na povrchu pozorovat
izolované shluky polymernich fetézcti. Zatimco v ptipad¢ vyssiho hmotnostniho podilu je povrch
slidy kompletné pokryty HA. Pozorujeme zvrasnéni povrchu, z néhoz vy¢nivaji vétsi agregat HA.

Toto pozorovani koresponduje s daty uvedenymi na obr. 20.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

4.1.4 Vliv hmotnostniho podilu HA v pufrovaném roztoku na zménu vzhledu

imobilizované vrstvy HA pripravené z roztoku rozpousténého pri rozdilnych

teplotnich spadech
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Obr. 23: Vliv hmotnostniho podilu HA v pufrovaném roztoku na vzhled imobilizovaného
polymeru na povrchu slidy. Vychozi roztok byl pripravovan na TFFC pri 50/10 °C. Koncentrace
vychozich roztoki pred redénim a depozici na povrch byly: A) 0,5 hm. %, B) 1 hm.%
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Obr. 24: Vliv hmotnostniho podilu HA v pufrovaném roztoku na vzhled imobilizovaného
polymeru na povrchu slidy. Vychozi roztok byl pripravovan na TFFC pri 50/30 °C. Koncentrace
vychozich roztokit pred Fedénim a depozici na povrch byly: A) 0,5 hm. %, B) 1 hm.%
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Obr. 25: Vliv hmotnostniho podilu HA v pufrovaném roztoku na vzhled imobilizovaného
polymeru na povrchu slidy. Vychozi roztok byl pripravovan na TFFC pri 50/40 °C. Koncentrace
vychozich roztokit pred Fedénim a depozici na povrch byly: A) 0,5 hm. %, B) 1 hm.%
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Obr. 26:Vliv teplotniho spddu na roztok HA v pufru na vzhled imobilizovaného polymeru na
povrchu slidy. Vychozi roztok pred redenim 0,1 hm. %. Teplotni spady na TFFC: A) 50/10 °C. %,
B) 50/20 °C.
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Na obr. 22-24 je srovnan vliv rozdilnych hmotnostnich podili pro pfipravu polymernich
roztoki HA o dvou rozdilnych teplotnich spadech. Z téchto vysledkli je opét patrny
dominantni vliv hmotnostniho podilu polymeru vroztoku na typ vznikajicich
agregovanych struktur na povrchu kladné€ nabité slidy. Vliv rozdilnych teplotnich spadu na
zménu agregacnich schopnosti HA na tuhém povrchu lze ztéchto porovnani jen stézi
jednoznacné urcit. Vzniklé struktury HA zroztokli vystavenych rozdilnym teplotnim
podminkam se 1isi pfedevsim v ptipad¢ roztokl s vyssim obsahem HA. U Roztoku s vétsi

koncentraci lze pozorovat tvorbu mnohem vétSich struktur a vétsi miru pokryti povrchu.
V ptipad¢ roztoku piipravovaného pii vétsim teplotnim spadu lze pozorovat mirné vyssi
nariist v poctu agregovanych struktur na tkor pokryti povrchu HA, viz porovnani uvedené

na obr. 25.
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4.1.5 Vliv teploty ziedéni deponovaného roztoku v pufru na zménu vzhledu

imobilizované vrstvy HA
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Fedéni roztoku HA na vzhled imobilizovaného polymeru na povrchu slidy. Vychozi 0,5 hm. %
roztok byl pripravovan v TFFC pri 50/25 °C a pred nanesenim na povrch byl zreden na 0,01 hm.
% pri teplote: A) 23 °C, B) 40 °C.
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V tomto experimentu byl testovan mozny vliv teploty, pfi kterém probihalo fedéni
vychoziho roztoku pted jeho depozici na povrch slidy. V prvnim pfipadé (obr. 26A)
probihalo zfedéni roztoku pfi laboratorni teploté, stejné jako v piipad¢ vSechny ostatnich
experimentl prezentovanych v této praci. Snimek tohoto roztoku ukazuje formaci vétSich
shlukiit polymeru s procentudlnim pokrytim slidy 3,1 %. Vzniklé formace jsou

nepravidelné tvarove 1 velikostné.

Pro tfedéni druhého vzorku byl vychozi roztok HA a pufr vytemperovan na 40 °C. Roztok
HA byl zifedén na pozadovanou koncentraci a okamzit¢ deponovany na povrch slidy.
Vysledky z takto provedeného fedéni jsou uvedeny na obr. 26B. Na tomto snimku lze vidét
izolované shluky fetézci HA. Co se tyka primérnych velikosti téchto agregati, tak
v piipad¢ pouziti vyssi teploty fedéni lze pozorovat mirny nérlist poctu agregovanych
struktur HA, jak plyne z porovnani pruhovanych obrazki (obr. 26) a ¢iselného rozdéleni
plosnych prifezii uvedeného na obr. 27. Spolu s tim roste i vySka pozorovanych agregata
na ukor pokryti povrchu HA. Na zaklad¢ téchto zjisténi lze tedy fici, Ze jako lepsi se jevi
pouziti vyssi teploty pro fedéni vychozich roztokid HA. Otdzkou ziistava, jak tato vyssi
teplota ovlivni vysledky, které maji vypovidat o vlivu tepelné historii ptipravy vychoziho

polymerniho roztoku.
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Obr. 28: Rozdeleni plosnych prurezii agregovanych klubek HA ve vysce 0,8 nm az 1,2 nm
nad povrchem slidy pro vzorky demonstrované na obr. 26



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

4.1.6 Vliv miry zfedéni vychoziho roztoku na zménu vzhledu HA na povrchu slidy
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Obr. 29: Vliv Fedéni roztoku HA p¥ipraveného v pufru na pozorované struktury imobilizované na
povrchu slidy. Vychozi roztok 0,5 hm. % HA byl pripravovan v TFFC pri teplotnim spddu
50/30 °C. Snimana plocha byla 1 yum x 1 uym. A) Roztok zieden na 0,01 hm. % B) Roztok zieden
na 0,001 hm. %.

Obr. 28 demonstruje zmeény v podob¢ imobilizované HA pro dva rozdilné hmotnostni
podily polymeru v roztoku deponovaného na povrch slidy. Roztok o vy$§im hmotnostnim
podilu mé za nasledek vznik vétSiho mnozstvi agregovanych struktur s vyskou az 1,7 nm.
Rozdéleni velikosti plosnych prifezl témito strukturami je uvedeno na obr. 28. Pii dalSim
desetindsobné ziedéni vychoziho roztoku lze pozorovat mensi mnozZstvi agregovanych

struktur nejen co do plochy tak do vysky (0,82 nm) na obr. 28B.
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Obr. 30:Rozdelent plosnych prirezii agregovanych klubek HA ve vysce 0,7 nm nad
povrchem slidy pro vzorky demonstrované na obr. 284

4.1.7 Vliv oplachovani povrchu vzorku destilovanou vodou na zménu vzhledu

zachycené HA na povrchu slidy

Pro ptfipravu vzorkidl pro charakterizaci pomoci AFM je nezbytné urcit, zda a jakym
zpisobem se na povrchu slidy projevuje pufr pouzivany pro tpravu pH roztoku. Z tohoto
divodu byl proveden experiment spojeny s depozici HA zroztoku na povrch slidy
nasledovany oplachem pomoci destilované vody. Takto oplachnuty povrch byl nasledné
osusen proudem suchého vzduchu. Vysledek z tohoto pokusu demonstruje obr. 30A a B.
V ptipadé oplachnutého vzorku lze na povrchu pozorovat velké mnozZstvi malych agregati.
Zatimco v ptipadé neoplachovanych povrchii pozorujeme mensi mnozstvi agregati na ukor
vetsi pokryti povrchit HA izolovanymi fetézci. Stejny zavér plyne z rozdé€lni plo$nych

prifezil agregovanymi strukturami HA, viz obr. 31.
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Obr. 31: Vliv omyti povrchu s imobilizovanou vrstvou HA nanesenou z pufrovaného roztok na
slidu. Vychozi roztok 0,5 hm. % HA byl pripravovan v TFFC pri teplotnim spadu 50/30 °C a pred
deponovanim byl zieden na 0,001 hm. %. A) Vzorek omyty destilovanou vodou B) Neomyty vzorek.
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Obr. 32:Rozdéleni plosnych prurezii agregovanych klubek HA ve vysce 0,8 nm az 1,1 nm
nad povrchem slidy pro vzorky demonstrované na obr.30

4.2 Roztoky HA pripravované ve vodé

4.2.1 Vliv hmotnostniho podilu HA ve vodném roztoku

Roztoky HA ve vod¢ byly pfipravovany pro hmotnostni podil 0,25 hm. %. Jedinou
vyjimkou, je roztok uvedeny na obr. 33. Experimentalné zde byly zkoumany agregacni
schopnosti HA z vychoziho 0,1 hm.% roztoku hyaluronanu zfedéného na nizky hmotnostni
podil 0,005 hm.%. Vysledkem byla pravidelna sitova struktura s mirou pokryti povrchu
polymerem 41,5 %.

Vyhodnoceni agregovanych struktur na povrchu slidy z vodnych roztokti bez obsahu
pufra¢niho ¢inidla probihalo stejné jako v pfipadé¢ vysSe uvedenych experimentalnich
vysledkl pro pufrované roztoky. Byly analyzovany vySkové zmény povrchovych agregat
HA a mira pokryti povrchu agregaty. Ze studovanych proménnych byl vyhodnocovan
pfedev§im vliv teploty a teplotniho spddu na zménu organizace tohoto

makromolekulédrniho systému.

Opét plati, Ze pokud neni uvedeno jinak, jsou vSechny roztoky pro depozici na povrch

fedény z 0,25 hm. % na 0,01 hm. % a skenovana plocha pomoci AFM byla 3 x 3 um.

Z porovnani agregovanych struktur deponovanych na povrch z pufrované (viz
predchazejici podkapitola) a vodné roztoky (tato podkapitola) plyne, ze ve vodném

prosttedi HA tvofi daleko rozsahlejsi sité a vétsi agregaty. Toto pozorovani je v souladu
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s literd&rnimi poznatky o chovani HA v rozdilnych disperznich prostifedich. Jak bylo

podrobnéji popisovani v teoretické ¢asti této prace.
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Celkové pokryti: 41,5 % Ra = (7243) pm Rz = (460£10) pm

Obr. 33: Vliv hmotnostniho podilu HA ve vodném roztoku na vzhled imobilizovaného polymeru na
povrchu slidy. Vychozi roztok obsahoval 0,1 hm. % HA, byl pripravovan v TFFC pri teplotnim
spadu 50/11 °C a pred nanesenim na povrch slidy byl zieden na 0,005 hm. %.

Stejné jako v pfipad¢ pufrovanych roztok, tak i Cist¢ ve vodnych roztocich je typ
vznikajicich agregati zavisly na koncentraci polymeru ve vychozim roztoku a mife jeho
zfedéni pro depozici na povrch slidy. Problematice vlivu hmotnostniho podilu polymeru na
typ vznikajici agregované struktury na povrchu slidy byla vénovdna pozornost

v bakalaiské praci K. Kocourkové>.

4.2.2 Vliv sti‘edni teploty na zménu agregovanych struktur na povrchu slidy

deponovanych z vodnych roztoku

Z porovnani uvedeného na obr. 33 plyne, Ze na typ agregované struktury HA na povrchu
slidy ma zéasadni vliv stfedni teplota, pfi niz je dany polymer rozpoustén. Pro ucely zde
prezentovanych porovnéni byly polymerni roztoky pfipravovany v TFFC zafizeni pii dvou
rozdilnych teplotach. Teplota jak topné, tak chladici plochy byla nastavena na shodnou
hodnotu. To znamena, Ze rozpousténé roztoky nebyly vystaveny u¢inktim teplotnich spadu.
V roztocich neprobihalo zadné organizované proudéni kapaliny. Roztoky nebyly smykové

namahdny. Z porovnani uvedené¢ho na obr. 33 plyne, Ze zvySeni teploty o 6 °C pfi
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povrchu slidy. Vychozi roztok p

Celkové pokryti: 39,5 %



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

4.2.3 Vliv teplotniho spadu na zménu agregacnich schopnosti HA pripraveného ve

vodé

Predmétem této kapitoly je vliv teplotniho spadu pii rozpousténi HA ve vodném roztoku
na nasledné agregacni a sit'otvorné schopnosti tohoto polymeru na povrchu kladné nabité

slidy.

Vysledky z téchto experimentli jsou prezentovany na obr. 34 a 35. S klesajici velikosti
teplotniho spadu generované¢ho pomoci TFFC zatizeni v priabéhu rozpousténi HA nartsta
vyska agregovanych struktur na povrchu tuhého substratu. Méni se hustota sité. Tato

teplotniho spadu.

Z porovnani sitovych strukturu na obr. 34 a 35 ssitémi na obr. 33, které vznikaji pfi
konstantni teploté je pozorovatelny rozdil. To znamend, Ze pfi rozpousténi polymerniho
systému se projevuje dalsi faktor. Tim je teplotni spad, jenz je odpovédnych za vznik
organizovanych proudéni kapaliny v prubéhu rozpousténi HA. Toto proudéni ma za
nasledek smykové namahani polymerniho systému, coz se v konecném disledku projevuje
rozdilnymi agrega¢nimi schopnosti HA na tuhém povrchu. Toto pozorovani opét koreluje
s literdrnimi poznatky o vlivu smykového namahani na fetézce HA, jak je podrobnéji

rozvedeno v teoretické Casti prace.
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Obr. 35:Vliv teplotniho spadu HA ve vodném roztoku na zménu agregacnich schopnosti
imobilizovaného polymeru na povrchu slidy. Vychozi roztok pripravovan na TFFC pri
teplotnim spadu: A) 50/10 °C, B) 50/20 °C.



54

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

5

£ E
c C
© o

2,5
2

0

o (o]
. g
] m =
3 o =]
n = s " 2
—~ 9 = < 9
o H Q
© Q @
= o =
) I )
— m —
n m [Vs)
o = o
o0
I_I_
—
o0
N
o _n_d o
a 0 ™~ R . _— = e e e — ™~
b SR e g o Vg S e ey A S o o
[wu] njiyoud exgAA " [wu] npyoud exsAn
RS
__Ewﬂ.r"._, R
o 3% ,“ o
R .kn.o D . =
la ¢_. —/.;
. S
e}
Q
[oF
O
>
o
=
()
S

¢nich

TFFC

enu agrega
Fipravovdany na

v

(520£30) pm

idy. Roztoky p

Rz

Ra = (87+6) pm
°Ca B) 50/45 °C.

Obr. 36: Vliv teplotniho spadu na HA ve vodném roztoku na zm
bilizovaného polymeru na povrchu sl

schopnosti imo
pri teplotnim spadu: A) 50/35

Celkové pokryti: 38,2 %



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

55

4.2.4 HA imobilizovany na povrchu slidy z tFepanych roztoki pripraveného pii 23 °C

Struktura uvedené na obr. 36 je charakteristicki pro HA deponovany zroztoku

piipravovaného pii laboratorni teploté (23 °C) tfepanim. HA z takto pfipraveného roztoku

se na povrchu kladné€ nabité slidy organizuje do podoby agregétii propojenych izolovanymi

shluky makromolekularnich fetézcl. V pozadi agregati lze pozorovat jemnou polymerni

sit’. Polymerni klubka zaujimaji 10,8 % povrchu slidy a dosahuji vysky 7,6 nm. Na obr. 36

jsou shrnuty vysledky z obrazované analyzy povrchu uvedeného na obr. 37. Je zde

znazornéno rozdeleni velikosti plosnych prifezh agregaty HA. Z tohoto obrazku rozdéleni

je patrné, ze vznikaji jak malé, tak vétsi struktury a jejich pocet je podobny.

Z porovnani zde prezentovanych vysledkii s daty pro vzorky pripravené pii vyssi stiedni

teploté a teplotnim spadu je patrny dominantni vliv teploty a smykového naméahani na

agregacni schopnosti HA v roztoku a na fazovych rozhranich kapalina/pevna latka.

Pokryti agregaty: 10,8 %

Vyska profilu [nm]

Ra = (460+30) pm

1

7,6 nm
0,0 nm

1,5 2 2,5 3

Sitka profilu [um]

Rz = (3,4+£0,4) nm

Obr. 37: Agregované struktury HA na povrchu slidy vznikajici z vodnych roztokii
pripravenych tiepani pii 23°C.
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Obr. 38:Rozdéleni plosnych priFezii agregovanych klubek HA ve vysce 1-2 nm nad povrchem slidy
pro vzorky demonstrované na obr. 36.

4.2.5 Naslednost kroku pripravy vodnych roztoki HA

Predchozi kapitola sledovala strukturu HA vzniklou z tfepanych roztoki. Tato kapitola se
zaméfi na vliv dodate¢ného rozpousténi ttepané¢ho roztoku pii 23 °C v TFFC zafizeni pfi
50/10 °C. Tento pokus bude srovnan s pfimym rozpousténim roztoku v TFFC zatizeni. To
znamena, Ze v prvnim piipadé probihalo rozpousténi tfepanim 24 hod. pfi 23 °C a nasledné
byl roztok umistén na 24 hod. do TFFC s nastavenou teplotou 50/10 °C. V druhém ptipadé
probihalo pfimé rozpousténi v TFFC zafizeni po dobu 24 hod s nastavenou teplotu
50/10 °C. Vysledky ztohoto experimentli jsou srovnany na obr. 38. HA rozpoustény
pomoci dvou naslednych krokl svym vzhledem pfipomina struktury vznikajici pii vyssi
sttedni teploté s menSim teplotnim spadem, viz obr. 35B. Zatimco vysledky pro piimé
rozpousténi odpovidaji datim prezentovanym na obr. 34A. Z tohoto srovnani plyne, Ze je
spolu s teplotou je nezbytné kontrolovat celkovou dobu rozpousténi HA v daném

disperznim prostfedi.
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Obr. 39: Vliv naslednych krokit rozpousténi HA ve vodném roztoku na zménu agregacnich
schopnosti HA povrchu slidy. A) Roztok byl pred upravou v TFFC (50/10 °C, 24 hod.) rozpoustén
na trepacim zarizeni (23 °C, 24 hod.). B) Roztok rozpousteny v TFFC (50/10 °C, 24 hod.)..
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4.3 HA deponovany z rozpusténych polymernich filmi

V ramci posledni c¢asti vysledki bude diskutovan vliv specifické ptipravy polymerniho
roztoku prostiednictvim solidifikace vychoziho roztoku do podoby filmu s naslednym
prevedenim do roztoku. To znamend, ze v prvnim kroku byl pfipravené roztok HA, ktery
byl suSenim pieveden do podoby filmu. Nasledné¢ byl vznikly film pfeveden nazpét do
roztoku. Z takto pfipravenych roztokli vznikaji diametralné rozdilné agregované struktury
na povrchu kladné nabité slidy v porovnani s pfimymi pfistupy rozpousténi HA, viz
porovnani obr. 39 a40 svysledky v piedeslych podkapitolach.  Charakteristické
agregované struktury uvedené na obr. 39 byly pfipraveny z roztoki filmi solidifikovanych
pti 25 °C. Pozn.: Pro ptipravu filml byl pouzit roztok rozpoustény pii 23 °C tfepanim.
Film byl pfeveden do roztoku opétovnym rozpusténi ve vod¢ pii 25 °C. To znamena, ze
dany polymerni systém nebyl vystaven zadné zvySené teploté béhem svého rozpousténi,
suSeni a opétovného rozpousténi. Pfesto 1ze pozorovat vyrazné zmény v typu vznikajici

povrchovych agregati. Tyto agregdty jsou malé bez zjevného propojeni izolovanymi

fetézci HA.
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Obr. 40: Agregované struktury HA vzmikaji z roztokit pripravenych rozpousténi filmu HA.
Hmotnostni podil HA ve vode pro pripravu roztoku byl 0,15 hm. %. Film byl solidifikovan pri
teploté 25 °C. Roztoky deponované na povrch slidy obsahovaly 0,01 hm.% HA.

Odlisnéa situace nastava, kdyz je polymerni roztok béhem své solidifikace vystaven

ucinkiim teplotniho spadu, viz obr. 40. V takovémto ptipad¢ na povrchu nelze pozorovat
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vyznamné sitové struktury na bazi HA. Povrch je pokryty izolovanymi fetézci HA a
malym mnozstvim drobnych agregati. Z téchto srovnani opét plyne dominantni vliv
tepelné historie pfipravy polymernich roztokil na agregaéni a sitotvorné schopnosti HA na

povrchu kladné nabité slidy.
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Obr. 41: Agregované struktury HA vznikaji z roztokui pripravenych rozpousteni filmi HA.
Hmotnostni podil HA ve vodé pro pripravu roztoku byl 0,15 hm. %. Roztoky a filmy HA
pripravovany v TFFC pri teploté 50/30 °C. Roztoky deponované na povrch slidy obsahoval 0,01
hm.%. A) Vodny roztok — film — vodny roztok. B) Pufrovany roztok — film — vodny roztok.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

ZAVER
Byly studovany agregacni schopnosti hyaluronanu na povrchu kladné nabité slidy
v zavislosti na slozeni disperzniho prostfedi a procesnich podminkdch pfipravy

polymerniho roztoku. Imobilizované fetézce, klubka a sitové struktury byly

charakterizovany pomoci mikroskopie atomarnich sil.

Z experimentalnich vysledki vyplynul dominantni vliv teploty a teplotniho spadu na
agregacni schopnosti HA na povrchu tuhého substratu. Z roztokl pfipravenych pii vyssi
stiedni teploté za soucasného pisobeni teplotniho spadu vznikaji charakteristické sitové
struktury. Zatimco v ptipadé systémi rozpousténych pii nizké stredni teploté bez plisobeni
teplotniho spadu 1ze na povrchu slidy pozorovat objemné agregované shluky propojené

pomoci izolovanych fetézct.

Pti pouziti disperzniho prostiedi na bazi pufru pro pfipravu roztoktt HA nelze na povrchu
slidy pozorovat vznik vyraznych sitovych struktur jako v ptfipadé pouziti Cisté vody.
V takovémto piipadé je povrch bud’to cely kryty polymerem nebo izolovanymi fetézci HA
ajejich shluky. Pfes tyto odliSnosti lze 1 vtomto pfipadé sledovat vliv procesnich
podminek ptipravy polymernich roztokli na zmény agregaénich schopnosti HA na povrchu

zvoleného substratu.

Neméné zajimavé vysledky plynou zexperimentli vénovanych piipravé polymernich
roztokl ptes solidifikovany film. V ptipad¢ depozice HA ze systému roztok-film-roztok
1ze na povrchu slidy pozorovat bud’to malé¢ agregaty nebo izolované fetézce HA. Stejné
jako v pfipadé vrstev deponovanych pifimo z primarniho roztoku je typ vznikajicich

struktur podmifiovan piedevs§im tepelnou historii ptipravy polymerniho roztoku.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
HA  Hyaluronan (kyselina hyaluronova)

AFM Mikroskopie atomarnich sil

DNA Deoxyribonukleova kyselina

RNA Ribonukleova kyselina

ECM Extracelularni matrix

FTIR Infrac¢ervena spektroskopie

NMR Nuklearni magneticka resonance

RTG Rentgen

SMEFES Jednomolekulova silova spektroskopie

HOPG Orientovany polygraficky grafit

MCDS Mikrokondenzac¢ni susici zafizeni

TMSPTA N-trimetoxysilylpropyl-N,N,N-trimethylamonium chlorid

SEC-MALS-RI Rozmeérové vylucovaci chromatografie s dvojitou detekci vicetthlového

rozptylu svétla a indexu lomu
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