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ABSTRAKT

Byla studovana struktura hyaluronanu sodného na povrchu modifikované slidy metodou mi-
kroskopie atomarnich sil. Byly sledovany zmény ve tvorbé agregovanych struktur v zavis-
losti na zménach stiedni molekulové hmotnosti hyaluronanu sodného, hmotnostnim podilu
tohoto polymeru v roztoku, ¢asu ptipravy, doby skladovani a ptitomnosti soli v roztoku.
Z experimentalnich vysledkli vyplynulo, ze vySe uvedené proménné maji vyrazny dopad
na agregacni schopnost piichyceného hyaluronanu sodného na povrchu upravené slidy. To

se projevuje zejména zmeénami poctu a velikosti agregovanych struktur.

Kli¢ova slova: hyaluronan sodny, imobilizace, povrch slidy, zobrazovani, mikroskopie ato-

marnich sil

ABSTRACT

The structure of sodium hyaluronate on the modified mica surface was studied using the
Atomic Force Microscopy. Variations in aggregate structures were observed, depending on
changes in the average molecular weight of sodium hyaluronate, the weight ratio of the pol-
ymer in solution, the preparation time, the storage time, and the presence of salts in the so-
lution. Results of the experiment show that these variables have a significant impact on the
aggregation capacity of the attached sodium hyaluronate on the treated mica surface. This is

manifested particularly by changes in the number and size of aggregated structures.

Keywords: sodium hyaluronate, immobilization, mica surface, imaging, atomic force mi-

Croscopy
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UvVOD

Kyselina hyaluronova je nedilnou soucasti zivych organismu, fadi se mezi nejrozsifencjsi
biopolymery v ptirod¢. Diky svym specifickym vlastnostem je pfedmétem zkoumani, na je-

hoz zakladé byla vytvofena i tato bakalarska prace.

Z vyzkumu vénovaného tomuto polymeru v uplynulych osmi desitkach let vyplynulo, ze
neni nezbytné izolovat kyselinu hyaluronovou, respektive hyaluronan sodny (HA), pouze ze
vzorktl tkané (napi. kohoutich hiebinkil), ale 1ze ji pfipravit pomoci metabolickych ¢innosti
bakterii a dale ji modifikovat, diky ¢emuz nachazi stale §irsi uplatnéni v mnoha aplikacich.
Uplatnuje se v tkanovém inzenyrstvi, v podobé mikrovlaken v oblasti vyzkumu hojeni ran
nebo ve vyvoji cilené distribuce a fizeného uvoliiovani 1é¢iv. Vlastnosti kyseliny hyaluron-
ové lze vyuzit ve vyzkumu vénovaném protirakovinné 1é¢bé zalozené na nanocasticich, pti

reparacich michy nebo jako podptirny material pro 1é€bu pomoci kmenovych bunék.

Kyselina hyaluronova plni v organismu fadu funkci zavislych na délce makromolekularniho

fetézce a nachdzi se v ¢etnych konformacich, ¢imz je podminéna variabilita jejich vlastnosti.

Z vySe uvedeného plyne, ze je velmi Zadouci znat strukturu a umét ji fizené formovat. Jednou
z metodik, kterou Ize popsat strukturu kyseliny hyaluronové, je mikroskopie atomarnich sil
(AFM). Pomoci AFM byla HA studovana z hlediska konformac¢nich zmén na riznych ty-
pech povrcht, byly studovany kationtové indukované konformaéni zmény, byla zobrazo-

vana izolovana vlakna atd.

Teoreticka Cast prace zahrnuje seznameni se strukturou a funkcemi hyaluronanu a dosavadni
poznatky o konformac¢nich zménach na povrchu nebo v roztoku zkoumanych mimo jiné po-

moci mikroskopie atomarnich sil (AFM).

Prakticka ¢ast prace se zamétuje na charakterizaci makromolekul HA pomoci AFM s ohle-
dem na zmény stfedni molekulové hmotnosti, hmotnostni podil HA v roztoku, historii pfi-

pravy roztoku HA, jeho uchovavani a pfitomnost soli v roztoku.
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I. TEORETICKA CAST
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1 HYALURONAN SODNY

1.1 Struktura

Hyaluronan sodny je stil kyseliny hyaluronové (HA). Jedna se o vysokomolekularni (10°-
107 Da) glykosaminoglykan. Polysacharidovy fetézec je nerozvétveny a skladé se z disacha-
ridové jednotky tvoiené D-glukoronovou kyselinou a N-acetyl-D-glukosaminem [1; 2].
Na Obr. 1 je znazornéna schématickd struktura trisacharidu hyaluronanu. Retézec obsahuje

jednu karboxylovou skupinu na disacharidovou jednotku, jedna se o polyanion [3; 4].

CH3
p—
N\
CH,OH NH
_.-0 d
NH CH,OH
O_j/
CHy

Obr. 1: Schématické znazornéni trisacharidu hyaluronanu zahrnuje disa-

charidovou jednotku sestdvajici z N-acetyl-D-glukosaminu a D-glukoro-

noveé kyseliny [4].
Sekundarni struktura je charakterizovana intramolekularnimi vodikovymi vazbami. Pokud
je HA dispergovana ve vodném prostiedi, nelze tyto vazby lehce odlisit od vodikovych va-
zeb vlastniho disperzniho prostfedi. Terciarni struktura hyaluronanu je vyrazné ovlivnéna
prostiedim, v jakém se nachéazi. Relativné tuhé glykosidické vazby a vodikové vazby maji
tendenci do jisté miry branit rotaci a tim omezuji konformacni variabilitu makromolekular-
niho fetézce [1]. Faktory ovliviijici sktrukturu HA mohou byt pH, iontova sila, iontové

interakce, pfitomnost jinych latek atd.

Usporadani fetézce je dano také jeho chemickou podstatou. Jak jiz bylo zminéno, HA je
polyanion, tvoii samovolné asociace. Lze ptredpokladat, ze v extraceluldrni matrix (ECM)
existuje hyaluronan ve formé& ndhodné¢ svinutych molekul — statistickych klubek. Nicméné

je znamo, ze v organismu se konformace HA 1i$i podle druhu tkén¢ a funkce [3].

Pivodni predpoklad, Ze nahodné klubka jsou v roztoku stabilizovana vodikovymi vazbami
v kombinaci s elektrostatickymi repulznimi interakcemi mezi karboxylovymi skupinami,

byl dokdzan pomoci riznych technik [5]. Pozdé&ji byl doplnén o mySlenku, Ze vyznamné;si
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vliv na stabilizaci konformace v roztoku ma schopnost HA samovolné asociovat (tvofit aso-
ciované struktury). Tvorba asociovanych struktur vSak byla v rozporu s nékterymi diive po-
tvrzenymi vlastnostmi HA. Pfedn¢ by dochazelo k intramolekularnim interakcim, tedy k in-
terakcim mezi jednotlivymi segmenty jednoho fetézce nez k interakcim mezi riznymi fe-
tézci. To by vedlo k opacnému vlivu na tuhost fetézce a k tvorbé mensich domén v roztoku,
nez jak je tomu ve skutecnosti. Je mozné, Ze asociace jsou natolik slabé a nestalé, ze zptso-
buji neidedlni chovani roztoku HA a ovliviluji reologické chovani, ale netvoii stabilni sit,
nezpusobuji nerozpustnost a umoznuji tvorbu velkych makromolekularnich domén v roz-
toku. Bylo zjiSténo, Ze k vysoce protazené makromolekularni konformaci pfispivaji jak in-
tramolekularni vodikové vazby, tak polyaniontové vlastnosti HA. Pti fyziologické iontové
sile jsou vsak elektrostatické u¢inky nizké. Nejpravdépodobnéjsi vysvétleni pro velky hyd-
rodynamicky objem a nenewtonské viskoelastické vlastnosti je pfitomnost ndsobnych dyna-
mickych vodikovych vazeb mezi sousednimi sacharidy. Ty omezuji rotaci a ohebnost gly-
kosidickych vazeb a zplsobuji vyssi tuhost systému pii zachovani relativné vysoké mobility

polymerniho fetézce [2].

HA se v neutrdlnim vodném roztoku nebo ve fyziologickém roztoku chové jako semi-flexi-
bilni polymer. Kratkd vldkna jsou spiSe natazena, delsi vldkna maji tendenci se svinovat.
Molekulova doména tvofi statistické klubko znazoriujici ¢asovy prumér vSech moznych
konformaci. Vzhledem k vysoké molekulové hmotnosti jsou domény natolik velké, Ze mo-

hou jednotliva vlakna HA spolu interagovat 1 pii relativné nizkych koncentracich [3].

Jak bylo zminéno vyse, HA je polyanion a jeho konformace v roztoku je ovlivnéna ptitom-
nost elektrolytt. Elektrolyty (NaCl, KCI, MgCl,, MnCl,, CaCly) a rozpoustédla maji vliv
zejména na strukturu, ohebnost a hydrodynamické vlastnosti fetézce HA. Dale je nutno
uvést, Ze nebyl prokazan vliv elektrolyti na spojovani fetézclh HA do sité. HA je kompakt-
n&j§i v ptitomnosti iontd Ca** a Mn?*. P¥i neutralnim pH a fyziologické iontové sile zaujimé
HA konformaci statistického klubka, které je stabilizované vodikovymi vazbami. Vodikové
vazby lze pferusit etanolem nebo jinym organickym rozpoustédlem, které z fetézce vytlaci

vodu a tim dojde k vytvotfeni kompaktné&jSiho usporadani HA [6].
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1.2 Funkce

Z hlediska medicinskych aplikaci je v piipadé HA podstatné jeji vysoka biokompatibilita
a biodegradabilita. Vétsina vlastnosti HA a z toho plynoucich funkci v organismu zavisi
na jeji molekulové hmotnosti [7]. Specifické hydrodynamické a viskoelastické vlastnosti
dané Cetnymi moznostmi zmén konformace umoziuji hyaluronanu plnit celou fadu funkci
v organismu [8]. Kyselina hyaluronova je ve formé soli hlavni slozkou extracelularni matrix,
kde ma kli¢ovou roli v procesu regenerace tkani. Interakci s proteiny a proteoglykany HA
organizuje ECM a udrzuje tkdniovou homeostazu. Vazba HA s receptory na bunécném po-
vrchu aktivuje rizné signalni drahy, které reguluji funkci bunék, vyvoj tkdn€, zanétu a pro-
gresi nadoru a metastaz [7; 9]. Je pfitomna v synovidlnich tekutinach a v o¢nim sklivcei, kde
zajistuje potiebnou viskoelasticitu. Dale kontroluje hydrataci tkani a dopravu vody nebo

vazani proteoglykanti v ECM. Plni ¢etné funkce jako receptor pii bunéné mitéze a migraci.

Z vyse uvedeného plyne nezbytnost porozumét vlivu molekularni hmotnosti a koncentrace
HA v roztoku na jeji vlastnosti a funkci pii specifickych interakcich s buiikami a komponen-
tami ECM. To znamena4, Ze pro Uplné vyuziti aplika¢niho potencidlu je tieba mit pln¢ pod
kontrolou veskeré interakce mezi HA a riznymi druhy prostfedi [8]. Jednou z nejvétsich
vyzev moderni klinické mediciny je vyuZziti biologické aktivity kyseliny hyaluronové pfii
opravach tkané na vice trovnich, s cilem co nejvice zefektivnit proces hojeni ran [7]. Mimo
to je nezbytné mit na zfeteli moZnosti degradace HA a s tim souvisejici vznik biologicky
aktivnich mensich fragmentd, které hraji vyznamnou roli pfi patologickych procesech vzni-

kajicich pfi obnovovani normalni funkce tkané [10].

1.3 Metody charakterizace

Od 80. let minulého stoleti se struktura polysacharidii zkouma zejména pomoci plynové a
kapalinové chromatografie, hmotnostni spektrometrie, rentgenové difrakce, elektronové mi-
kroskopie, nuklearni magnetické rezonance, dynamického rozptylu svétla, tenziometrie, go-
niometrie nebo v t€¢ dob& objevené mikroskopie atomarnich sil (AFM — Atomic Force

Microscopy) [11].

Pomoci rentgenové difrakce byla u HA urcena jednosroubovicova konformace zahrnujici 2,
3 nebo 4 disacharidy na jednu oto¢ku v zavislosti na p¥itomnosti protiiontu (H', Na*, K",

Ca?", ...). V piitomnosti neobvyklych protiionti (H'/K*, Rb*, NH4") dochazi k tvorbé&
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dvousroubovice se 4 disacharidovymi jednotkami na oto¢ku. VSechny struktury jsou stabi-
lizovany vodikovymi vazbami mezi sousedicimi zbytky cukrt napti¢ obéma glykosidickymi

vazbami [3].

Vztah mezi strukturou a dynamikou fetézce byl stanoven méfenim zavislosti korelaéniho
casu a NMR relaxacnich parametri na rozméru fetézce za pouziti vypocetnich metod mole-
kularni mechaniky a simulace Monte Carlo. Timto postupem byl kvantifikovan i ptispévek

vodikovych vazeb na tuhost fetézce [12].

Metodou NMR a MD simulaci byla vySetifovana konformace HA v roztoku. MD simulace
zahrnovala v roztoku molekuly vody a sodné ionty, zatimco NMR byla aplikovana na N-
obohacené HA oligosacharidy. Na zakladé téchto métfeni byly zjistény slabé prechodné vo-

dikové vazby rychle se ménici v rozpoustédle [13].

Ukézalo se, Ze pfi vysokych koncentracich HA ve fyziologickém roztoku jsou tvofeny sta-
bilni superstruktury. Pti zvySovani teploty dochédzi k nahlé zméné reologickych vlastnosti,
méfenych metodou padajici kulicky, coz je nasledek zanikani vazeb stabilizujicich sit’. Te-
pelné naruSeni superstruktury vede k prechodu ze stabilni na do¢asnou polymerni sit’. Pred-
poklada se, ze v takovém roztoku jsou intramolekuldrni asociace indukovany hydrofobnimi

interakcemi mezi nepolarnimi ¢astmi fetézce.

Informace o struktuie HA byly dale ziskany metodou FTIR. Odhad sitového strukturniho
prechodu byl ziskdn DSC analyzou [14]. Nicméné kompletni objasnéni struktury polysacha-

ridi je obtizné vzhledem k jejich komplikovanému sloZeni a ¢etnym konformacim.

Pii uziti technik skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) a transmisni elektronové mikro-
skopie (TEM) pro charakterizaci HA je vyZzadovano vysoké vakuum a slozita ptiprava
vzorku. Pro rentgenovou difrakci (XRD) se pouzivaji vzorky ve form¢e vlaken nebo filmu,
které maji ve vétSing piipadii uspotadanou molekuldrni strukturu. Jinymi slovy XRD posky-
tuje predevsim informace o polysacharidech v pevném stavu, nikoliv v roztoku. Pro urceni
konformace v roztoku je vhodna nuklearni magnetickéa rezonance (NMR), avSak u této tech-

niky je obtizné urcit NMR signaly pro vysokomolekularni polysacharidy [15].

Pomoci DLS experimentu, métfeni viskozity a povrchového napéti byla studovana interakce
mezi HA a kvarternimi solemi. Experimentalni vysledky této prace ukazaly, jak koncentrace
kvarternich soli HA ovlivituje zménu konformace makromolekul HA v roztoku, coz je spo-

jeno se zménou velikosti polymerniho klubka [16].
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Neposledni z celé fady charakterizacnich technik, které 1ze vyuzit pro studium struktury jed-
notlivych fetézcli HA je mikroskopie atomérnich sil (AFM). V dal$im textu bude této tech-
nice vénovana znacna pozornost v souladu s tématem této prace. AFM umoziiuje zobrazovat
polysacharidy jak v pevném stavu, tak v roztoku, bez nezbytnosti slozité piipravy vzorku,

coz umoziuje udrzet fyziologicky stav a integritu charakterizovanych systémi [15].
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2 CHARAKTERIZACE POLYSACHARIDU POMOCI
MIKROSKOPIE ATOMARNICH SIL

2.1 Princip mikroskopie atomarnich sil a jeji vyuZiti pro studium poly-
sacharidia
Mikroskopie atoméarnich sil (Atomic Force Microscopy — AFM) patii do souboru technik

oznacovanych jako Mikroskopie skenujici sondou (Scanning Probe Microscopy — SPM).

Obraz povrchu vzorku je ziskavan skenovanim povrchu sondou s ostrym hrotem [16].

Detektor Laser
s [
\ Drzak
Privod /

a odvod / ﬁ\

kapaliny /
. >  Oscilace /VPK Zdroj oscilaci
Kapalina— Sonda
| Vzorek |

Kovova desticka

Piezo- skener
(zajistuje pohyb vzorku v osach x, y, z)

Obr. 2: Princip AFM pracujiciho v kapaliné v poklepovém reZimu
s fixovanou sondou a pohyblivym vzorkem [17].

V ptipadé techniky AFM rozeznavame tfi zakladni méfici reZimy, kontaktni, semikontaktni

a bezkontaktni, viz. Obr. 3.

Obr. 3: Pracovni rezimy AFM, kontaktni (vlevo), semikontaktni (uprostied) a bezkontaktni
(vpravo) [17].

V kontaktnim rezimu se hrot sondy dotyka povrchu vzorku, pfi¢emz muize byt skutecny po-

vrch vzorku stinén vrstvou sorbované vody. Pro eliminaci vlivu povrchové sorbované vody
a pfipadnych kapilarnich sil 1ze vzorek zobrazovat naptiklad v kapalném prostredi. Zobra-
zenim v kapalném médiu lze také predejit tvorbé agregovanych struktur pii suseni vzorku
v atmosféfe. Bezkontaktni rezim eliminuje destrukci vzorku pfi méfeni, avSak je pouZivan

zfidka pro biologické materialy z dlivodu nizkého rozliSeni. Nejvhodnéjsi z diskutovanych
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reziml pro zobrazeni polysacharidll je semikontaktni, viz. Obr. 3 uprostied. Tento madd je
Setrné&j$i nez kontaktni rezim a mimo to poskytuje dostate¢né mnozstvi informaci o zkouma-
ném povrchu. Metodou AFM lze také urcit silu ptasobici mezi polysacharidy a jinymi mak-

romolekulami, piipadné povrchem [16].

Studium polysacharidii metodou mikroskopie atomarnich sil bylo zapocato v 90. letech mi-
nulého stoleti, kdy byly ziskany prvni 3D profily povrchii periodické Sroubovicové struktury

bakteridlniho polysacharidu Kirbym a kol [11].

Metodou AFM byly nasledné€ pozorovany osamocené molekuly polysacharida [18; 19], dalsi

polysacharidové Sroubovicové struktury [20] nebo sitové struktury [21; 22].

Mimo to je v literatufe popsan postup, jak pomoci mikroskopie atomarnich sil provést dy-
namickou analyzu s naslednou numerickou simulaci molekulérni struktury polysacharidu

ptichyceného k pohybujici se sondé AFM [23].

2.2 AFM studium kyseliny hyaluronové

Prvotni studie prezentované v odborné literatuie se zabyvaji moznostmi vyuziti poklepového
rezimu AFM pro zobrazovani jednotlivych molekul HA. V ramci téchto méteni byly zobra-
zeny 6-7 um dlouhé makromolekuly na povrchu slidy. Vyska zaznamenaného profilu jed-
notlivych vlaken byla (0,6+0,1) nm, coz koresponduje s primérem jednoho polysacharido-
vého vldkna. V disledku intramolekularnich interakci se vSak fetézce vyskytovaly v ne pfilis
natazené formé, viz. Obr. 4 [24]. Reseni tohoto problému je v pouziti zfedéného roztoku (1-
5 ng/ml) nanaSeného na povrch slidy. Vlastni adhezi HA ke slid€ 1ze zvysit pfidanim roztoku
MgCl> o nizké koncentraci do roztoku HA. Pokud je vzorek obsahujici HA vystaven okol-
nimu prosttedi (laboratorni teplota, vzduSna vlhkost), naadsorbuje se na n¢j tenka vrstva
okolnich plynti a vody. Pozorujeme-li HA v prostfedi vzduchu, lze tedy pfedpokladat, Ze
vzorek je ve vice hydratovaném stavu, nez kdybychom méfeni provadéli napiiklad v pro-
sttedi organickych rozpoustédel, jak je popsano v odborné literatuie [20; 25]. Z porovnani
meéfeni v poklepovém a kontaktnim reZimu vyplynulo, Ze méfeni v kontaktnim reZimu je
obtizné z diivodu adhezivnich sil mezi vrstvou vody a hrotem. Z tohoto diivodu se pouziva

predevsim poklepovy rezim AFM [24].
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Obr. 4: Vzhled retezcit HA na povrchu slidy zob-

razeny pomoci AFM. Siroke smycky na zdanlivem
konci teteézce vznikaji antiparalelnim usporadda-
nim segmentu fetezce do stabilizované kmenové

struktury [24].

Stabilni vyska dlouhého segmentu fetézce, viz. Obr. 4, naznacuje uspotradani vladken HA do
dvojité spiraly. Je pravda, Ze z tohoto typu méfeni nelze presné urcit, zda je tato struktura
pfitomna i v roztoku. Nicmén¢ dikaz o samovolné asociaci HA ve fyziologickém roztoku

byl diive popsan jinymi autory v 80. letech minulého stoleti [3; 24].

V nasledujicim textu budou poznatky vénované moznostem zobrazovani HA pomoci AFM
rozdéleny podle proménnych majicich vliv na zménu vzhledu (uspotradani fetézcit) HA na
povrchu nosného substratu. Bude feSena problematika vlivu chemického sesit'ovani, charak-

teru povrchu, zptsobu pfipravy atd.

2.2.1 Struktura chemicky sitovaného hyaluronanu

V odborné literatuie popsané experimenty ukazaly, ze formaldehydem sitovany hyaluronan
(hylan) ma jiné chovani v roztoku a jiné reologické vlastnosti nez hyaluronan bez chemicky
stabilizované sit€. Pomoci AFM bylo poddno molekularni vysvétleni téchto rozdili. Prabéh
experimentu prezentovany v literatufe spocival v depozici hylanu i hyaluronanu na ¢erstvé

odstipnutou slidu a v nasledném zobrazeni vyslednych struktur v butanolu [25]. Jak bylo
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zminéno vyse, vyhodou uziti organického rozpoustédla pti zobrazovani polysacharidid je
mimo jiné to, ze zabrafuje hydrataci makromolekuly [20]. Pti vysokych koncentracich (10
pug/ml) se roztoky hylanu a hyaluronanu chovaji stejn€, coz bylo potvrzeno pomoci AFM.
Pti této koncentraci byla namétena pro oba typy hyaluronanu podobna struktura proplete-
nych vldken s drobnymi odchylkami v detailni struktufe zpisobenymi vazbou k povrchu
a susicim procesem. Po zfedéni (1 pg/ml) dojde k rozptyleni hyaluronanu a mohou byt zob-
razeny jednotlivé molekuly a malé agregaty, pficemz hylan po zfedéni tvoii velké agrego-

vané struktury [25].

2.2.2 Vliv charakteru povrchu na strukturu HA

Je znamo, ze polysacharidy maji vyssi afinitu ke slid¢€, na jejimz povrchu je sorbovéana tenka
vrstva vody nez k Cerstvé odstipnuté slidé. Pfedmétem dalSiho zkoumani se stala myslenka,
zda nabojové modifikovany povrch bez vrstvy vody rovnéz dokaze pevné vazat hyaluronan.
Proto byla srovnana struktura imobilizovaného hyaluronanu na nemodifikované a modifiko-
vané slid¢ nebo grafitu. K modifikaci slidy byly pouzity derivaty silanu, viz. Obr. 5. V za-
vislosti na typu pouzitého povrchu z hlediska naboje a hydrofobity lze na obrazcich 6, 8 a 9

pozorovat prodlouzené, relaxované, kondenzované a interagujici formy HA [26].

OEt
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KDEt

J-aminopropyltristhoxysilane

Me OMe
Me | |
W
Me’f cr- H‘“DME

A-trimethoxysilylpropyl-N N N-trimethylammonium chioride

Obr. 5 Struktura silanovych derivatu pouzitych k mo-

difikaci slidy [26].
K vySe zminéné chemické modifikaci slidy byl pouzit 3-aminopropyltrietoxysilan (APTES)
nebo N-trimetoxysilylpropyl-N,N,N-trimetylamonium chlorid (TMSPTA), viz Obr. 5, ¢imz

na povrchu vznikly bo¢ni kationtové skupiny na koncich alifatickych fetézcti kovalentné
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vazanych na povrch slidy. Hustota ndboje na povrchu je tak nizka, ze k imobilizaci makro-
molekul dochazi bez drastickych zmén naboje. V tabulce 1 je srovnani velikosti kontaktnich

uhlt a hodnoty drsnosti pro povrchy s riiznymi upravami [26].

Tab. 1: Hodnoty kontaktnich thli a drsnosti pro nemodifikovanou slidu, APTES-
a TMSPTA- slidu a grafit [26]:

Povrch Kontaktni tthel RMS
Slida 23+1° 0,083
APTES-slida 31+1° 0,271
TMSPTA-slida 36+1° 0,258
Grafit 79+1° 0,133

Z Tab. 1 vyplyva, ze modifikovana slida neni dle ocekévani atomarné rovna z diivodu pii-
tomnosti shluki modifika¢niho ¢inidla na povrchu. Takto modifikovany povrch je vhodny
pro zobrazeni polysacharidového fetézce do vysky 0,5 nm. Na obrazku 6A a 6B je srovnani
struktury izolovaného makromolekuldrniho fetézce imobilizovaného na nemodifikované
slid¢ a TMSPTA modifikované slidé. Zobrazeni HA na modifikované a nemodifikované
slid¢ bylo shledano stejné obtiznym a pro oba povrchy byly ziskany podobné vysledky. Po-
dobny primérny pocet zobrazenych imobilizovanych vlaken také naznacuje, Ze modifikace
povrchu pomoci APTES a TMSPTA nema pfili$ vliv na afinitu fetézce k povrchu. Stejné tak

se u jednotlivych povrchii nelisilo konformaéni chovani fetézct [26].

Na hydrofobni povrch vysoce orientovaného pyrolytického grafitu se ve srovnani se slidou
vaze HA podstatné 1épe. Vrstva vody na grafitu postrada strukturu a orientaci. Chovani HA
na povrchu grafitu je odlisné od chovani na slidé. HA ma silnou afinitu k povrchu grafitu.
Hydrofobni povrch vysoce orientovaného pyrolytického grafitu umoziuje nejlepsi zobrazeni
vldken s vysokym stupném natazeni (Obr. 6C, 6D). Na grafitu je kondenzace a tvorba aso-

ciaci sniZzena z dlivodu ptiznivéjsich interakci ve srovnani se slidou. Roli v afinité k povrchu

hraje i vodivost materialu [26].

Zvolenym substratem lze tedy vyrazné€ ovlivnit vzhled imobilizované makromolekuly. Je
vSak tfeba si uvédomit, Ze chovani polymerniho fetézce na povrchu a jeho vysledna struktura
je ovlivnéna nejen interakcemi mezi fetézcem a povrchem, ale pravdépodobné je i vysled-

kem jiz existujicich mezimolekularnich interakci v roztoku [24; 26].

Ptes vySe uvedené je v praxi nejcasteji pouzivanym materidlem k imobilizaci polysacharidi,

a predevsim kyseliny hyaluronové, cerstvé odstipnuté slida. Negativni naboj vznikajici pfi
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Stépeni vrstev ztratou draselnych kationtii byva kompenzovan modifikaci slidy pomoci roz-

toku obsahujiciho dvojmocny kation [16].

Obr. 6: TMAFM obraz vysoko-Mw HA deponované na nemodifikované slide z 10ug/ml roz-
toku v H>O, velikost (1,3x1,3) um x 2,5 nm (4), na TMSPTA-modifikované slide z 10ug/ml
roztoku v H>O, velikost (1x1) um x 1 nm (B), TMAFM obraz stredné-Mw HA deponované na
grafitu z 10ug/ml roztoku v H>O, velikost (2,75x2,75) um x 4 nm (C), TMAFM obraz vysoko-
Mw HA deponované na grafitu z 10ug/ml roztoku v H>O, velikost (3x3) um x 2,7 nm (D)

[26].
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2.2.3 Vliv pripravy vzorku na strukturu HA

Velky vliv na pozorovanou konformaci HA na povrchu mé i zptisob, jakym je polysacharid

na slidu (nebo na jiny substrat) deponovan.

Byl srovnén rozdil metody volného kapani, depozice ultracentrifugaci a adsorpce roztoku
prezentovany na schizophyllanu a kyseliné huminové. VSemi metodami byly zobrazeny jak

samostatné molekuly, tak agregaty, lisil se vSak pomér mezi nimi. [27]

Jak bylo zminéno vyse, povrch slidy po odstépeni ziskava ¢astecné zaporny naboj z divodu
ztraty ¢asti draselny iontl. Povrch proto zacne absorbovat vodu ze vzduchu, mira hydratace
vSak neni kontrolovatelna. HA na slidé, i bez ohledu na stav prehydratace, ma tendenci k in-
tramolekulédrni kondenzaci. V zavislosti na mife hydratace povrchu vsak dochazi k tvorbé
celé fady charakteristickych kondenzovanych forem schematicky znazornénych na Obr. 7.

[28].
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Obr. 7: Mozné kondenzované konformace HA v polyelektrolytu [28].

Podrobna molekularni uspofaddani v ramci jedné kondenzované struktury HA vSak nejsou

dosud zndma, pfipominaji vSak kondenzované formy jinych makromolekul, napi. DNA.

Pokud jsou vlakna na grafitu vysuSena dusikem bez ptedchoziho oplachu, dochézi k silngj-
$im interakcim s povrchem nez u vzorkl s oplachem, viz. srovnani Obr. 6C, 6D a 8A, §B.
U vzorki s oplachem dochézi k pohybu vldken za hrotem pii skenovani. Pohyb je nejmar-

kantn&jsi u vysoko-molekularni HA, u stfedné-molekuldrni je méné Casty. Z toho divodu se
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da predpokladat, ze kratsi fetézce mohou dosahovat ptiznivéjSich konformaci pro zvySeni

interakci se substratem [28].

Obr. 8: TMAFM obraz vysoko-Mw HA deponované na grafitu z 10ug/ml roztoku v H>O bez
oplachu pred susenim, velikost (3x3) um x 4 nm (A), TMAFM obraz vysoko-Mw HA depo-
nované na grafitu z 10ug/ml roztoku v H>O bez oplachu pred susenim, velikost (1,5x1,5) um
x 1,6 nm (B) [26].

Pti vynechani oplachu na povrchu slidy s nanesenym roztokem HA pted suSenim dusikem
pti pfipraveé vzorku s imobilizovanou stiedné-molekularni HA nebyly pozorovany vyrazné
zmeény ve srovnani se strukturami pozorovanymi v predchozi kapitole u vzorkt s oplachem
(Obr. 6A, 6B a9A). U vysokomolekularni HA (Obr. 9B) vS§ak bylo mozné pti zméné postupu
(vynechani oplachu pfed susenim) pozorovat sit’ vlaken, jejiz spojovaci body jsou tvoieny
kulovitymi agregaty formovanymi v disledku suSiciho procesu a nizké afinity polysacharidu
k povrchu. Vldkna mezi agregaty jsou tvofena natazenymi a vzajemné interagujicimi fetézci

[26].
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Obr. 9: TMAFM obraz stredné-Mw HA deponované na slidé z 10ug/ml roztoku v H>O bez
oplachu pred susenim, velikost (1,5x1,5) um x 1,6 nm (A), TMAFM obraz vysoko-Mw HA
deponované na slidé z 10ug/ml roztoku v H>O bez oplachu pred susenim, velikost (3x3) um
x 3 nm (B) [26].

Podobny zavér, ze HA deponovand na povrch slidy se formuje do podoby sité tvofené glo-
bularnimi strukturami propojenymi prodlouzenymi segmenty fetézct, byl uc¢inén i v dalsich

vyzkumech, viz Obr. 10 [28].

Obr. 10: Sit HA (A) deponované na cerstveé stipané slidé bez oplachu pred susenim se sto-

cenymi vidakny (C) mezi globularnimi strukturami [28].

2.2.4 Vliv teploty na konforma¢ni chovani HA imobilizované na povrch

Pfi charakterizaci hyaluronanu sodného nelze zanedbat vliv teplotnich zmén na konformacni
chovani. Nasledujici experiment je dikazem, Ze pomoci AFM lze kromé vyskového zobra-

zeni ziskat i jiné informace o charakteru vzorku. Vliv teploty na stabilitu a konformacni
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chovani HA ve fyziologickém roztoku na trovni jedné molekuly byl vySetien technikou
AFM-SMFS. Body, ve kterych je fetézec naadsorbovén na hrot sondy, jsou nahodné rozmis-
tény podél fetézce. To zpuisobilo, ze prodlouzeni molekul se 1i$i pro kazdou tahovou
zkousku, coz se projevilo v riiznych ucinnych délkach pro kazdy experiment. Pro porovnani
tahovych kiivek (Obr. 11) pro rizné teploty je proto tieba normalizovat hodnoty na prodlou-
zeni odpovidajici urcité pfedem zvolené sile. Skutecnost, Ze se normalizované kiivky pie-
kryvaji, je znamkou natazeni jednotlivych molekul, protoze elastické vlastnosti rostou line-
arn¢ s délkou kiivky. Pomoci AFM-SMFS byla dale prokazana lokalni teplotni destabili-
zace. Pfi zméné teploty z 29 °C na 46 °C doSlo ke zméné¢ z pravidelné struktury na ndhodné

klubko [29].

HA ziskava pii pokojové ve fyziologickém roztoku superstrukturu — lokalni strukturu sité
stabilizované vodikovymi vazbami podél fetézce mezi polarnimi skupinami HA a ptipadné
vodou, jakoz 1 vodou zprostfedkovanymi intramolekularnimi vazbami. Destabilizace struk-
tury vzrasta, pokud je teplota zvySena nad 40°C. Pii nizké teploté je superstrukutra postupné
naru$ovana pii nartstu sily, coz vede ke vzniku stejné konformacni struktury, kterou HA
zaujima pfi vyssi teploté. Pozorovani zmény z konformace pravidelné civky na strukturu
nahodného klubka pii zvySovani teploty prokazuje teplenou destabilizaci lokélni superstrut-
kury. Postupné rozrusovani struktury bylo pozorovano i pii pokojové teploté ptisobenim sily

[29].
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Obr. 11: Tahové kiivky pro rizné teploty mereni (a) 29 °C, (c) 46 °C, (b), (d)
normalizované délky [29].

2.2.5 Vliv pritomnosti ionti na strukturu HA

Strukturu HA vyznamné ovlivituje pfitomnost iontl a soli v roztoku. Vliv bivalentnich kati-
ontdl (Ba*") na molekularni konformace ¢4ste¢né deprotonované kyseliny hyaluronové byl
sledovén viskozimetricky a pomoci AFM. Vysledkem uvedenym v literatuie jsou kationtove
indukované konformaéni zmény vedouci k nardstu viskozity roztoku hyaluronanu. Kore-
spondujici AFM data odhaluji, Ze bivalentni kationty indukuji transformaci z prodlouzené a
mirné zakiivené konformace na vnitiné propojené molekuly vykazujici ostré ohyby a mensi
hydrodynamicky polomér. Viskozita hyaluronanu se vyrazn€ méni s koncentraci pfitomného
kationtu. Pfi zvySeni koncentrace kationtu az na 2,5 mM dojde ke snizeni viskozity z 2,7
mPas na hodnotu pfiblizné 1,5 mPas (Obr. 12). Nejvétsi ucinek 1ze pozorovat mezi koncen-

tracemi 0 az 1,5 mM [30].
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Obr. 12: Graf zavislosti viskozity HA na koncentraci barnatych kationtii, srovnani s dextra-
nem, na ktery nemd pritomnost bivalentniho kationtu viiv [30].

Vliv bivalentniho kationtu na snizeni viskozity roztoku Ize interpretovat jako redukci hyd-
rodynamického poloméru molekuly. Po pfidani barnatych kationtd se dramaticky zméni
konformace molekul hyaluronanu. Dojde ke stoceni fetézcli do husté zohybanych svazkl

s ostrymi zahyby, coz lze pozorovat na obrazcich 13 a 14 [30].

Nerovnosti ve vySkovych profilech na Obr. 13 a 14 mohou byt zpisobeny pouzitim kiemiku
misto slidy, kdy slabsi interakce mezi hyaluronanem a povrchem mohou vést ke sniZeni ad-

heze a ¢astecné separaci fetézce od povrchu [30].
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Obr. 13: TMAFM zobrazeni HA imobilizované z roztoku bez bivalentnich kationtu
[30].
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Obr. 14: TMAFM zobrazeni HA imobilizované z roztoku s bivalentnimi kationty
[30].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 POPIS EXPERIMENTU

Cilem experimentu bylo optimalizovat postup pfipravy monovrstev hyaluronanu sodného na
povrchu slidy. To znamena imobilizovat hyaluronan sodny na povrch tak, aby bylo mozné
pozorovat jednotlivé izolované fetézce ¢i agregaty polymernich fetézci. Nasledné pak tyto
vrstvy analyzovat a vzajemné porovnat v zavislosti na procesnich podminkach ptipravy.
Zhodnotit, zda pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM) lze pozorovat zmény v povrcho-
vych strukturach ovlivnénych stfedni molekulovou hmotnosti polymert, vychozi koncen-

traci polymeru v roztoku, z niz byla vrstva pfipravovana atd.

3.1 Pouzité materialy a chemikalie

Studovanym polymernim systémem byla sodna stil kyseliny hyaluronové (hyaluronan sodny
—HA) v kosmetické Cistoté od spolecnosti Contipro a.s. Jako rozpoustédla byla pouzita ultra
¢ista voda (18,2 MQ-cm) a fyziologicky roztok obsahujici NaCl, p.a. od spole¢nosti Sig-
maAldrich. K chemické modifikaci povrchu byl pouzit roztok 0,1 M MgClz ve vodé. MgCl
p.a. byl zakoupen od spole¢nosti SigmaAldrich. Jako povrch slouzici k zachytavani mono-

vrstev HA byla pouzita slida o rozméru 1 x 1 cm, typ V-4 od SPI SUPPLIES.

3.2 Mikroskop atomarnich sil

Meéfeni byla provedena pomoci mikroskopu atomarnich sil (AFM) NTEGRA Prima od spo-
le¢nosti NT-MDT. VSechny vzorky byly méteny v poklepovém rezimu (TMAFM) na vzdu-
chu. Pro vSechna méfeni byla pouZita silikon nitridova sonda NSGO1 od spole¢nosti NT-
MDT. Byly skenovéany plochy o rozméru 3x3 pum, s rozliSenim 512 x 512 dpi a rychlosti
0,3-0,7 Hz.

3.3 Programy pro analyzu dat AFM

Pro zpracovani dat z AFM byl pouzit program Gwydion verze 2.42 — program pro vizuali-
zaci a analyzu dat pro SPM zahrnujici techniky AFM, MFM, STM, SNOM/NSOM. Dile
byl pouzit program ImagelJ verze 1.6 _0 24, vydavatel National Institues of Health.

3.4 Priprava roztoku

Pro vSechny srovnavané experimenty byl pouzit nasledujici postup. Byl pfipraven roztok

hyaluronanu sodného urcené sttedni molekulové hmotnosti o0 daném hmotnostnim podilu
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polymeru ve zvoleném rozpoustédle. Rozpousténi polymeru probihalo na laboratorni tie-
pacce po piredem stanovenou dobu 22, 44 nebo 67 hodin pii laboratorni teploté¢ 20 °C. Byly
pfipravovany dva typy roztokti o hmotnostnim podilu 0,1 % a 0,01 % a stfedni molekulové
hmotnosti 124 kDa, 243 kDa, 370 kDa, 600 kDa, 1,18 MDa, 1,5 MDa a 2,36 MDa ve vodé

nebo ve fyziologickém roztoku.

3.5 Imobilizace HA na povrch slidy

V prvnim kroku bylo na cerstvé odstipnutou slidu naneseno 50 ul 0,1 M MgCl, pomoci

mikropipety. Po 60 s byla pfebytecna kapalina osuSena proudem vzduchu.

Ve druhém kroku bylo na povrch upraveny pomoci MgCl, naneseno 50 ul pozadovaného
roztoku HA, po 120 s byl ptebyte¢ny roztok opét osusen proudem vzduchu. V Zadném kroku
nebyl pouZit oplach vzorku vodou. VySe uvedené Casy a koncentrace MgCl, ¢i HA byly

stanoveny na zéklad¢ fady predeslych experimentti, majici za cil najit nejvhodnéjsi parame-

try ptipravy ,,monovrstvy“ HA na povrchu slidy. Vzhled povrchu slidy pfed modifikaci a po
modifikaci je na Obr. 15.

| 0,7 nm

Obr. 15: Nahled na povrch slidy A) pred modifikaci B) po modifikaci pomoci MgCl.
Obrazky porizeny pomoci TMAFM. Rozmer zobrazené plochy 3x3 um.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V souladu s hlavnim cilem bakalaiské prace byl optimalizovan postup imobilizace hyaluro-
nanu sodného na povrchu slidy. Takto pfipravené vrstvy byly zobrazovany pomoci AFM.
Ziskané zaznamy byly nésledn¢ vyhodnocovany, podrobovany obrazové analyze v pro-
gramu Gwydion a ImageJ. NizZe uvedené vysledky jsou ¢lenény podle studovanych promén-
nych majicich vliv na zménu vzhledu imobilizovanych klubek HA na povrchu slidy. Byly
studovany tyto proménné: stiedni molekulova hmotnost, hmotnostni podil HA v roztoku,

historie piipravy roztoku HA, jeho uchovavani a pfitomnost soli v roztoku.

4.1 Vliv stfedni My na zménu vzhledu agregovanych struktur HA na

povrchu slidy

V ramci tohoto experimentu byly pfipravovany dva typy rozdilnych roztokt liSicich se

hmotnostnim podilem HA v systému.

4.1.1 Vzorky deponované z roztoku obsahujiciho 0,01 hm. % HA

V ramci prvniho experimentu byly pro depozici na povrch slidy pouzity roztoky obsahujici
0,01 hm. % HA o rozdilnych stfednich molekulovych hmotnostech My, 2,36 MDa, 1,5 MDa
a 1,18 MDa. HA byla rozpousténa ve vodé na tfepacce pii laboratorni teploté 20 °C po dobu
22 h.Na Obr. 16 je TMAFM zobrazeni HA deponované na MgClz modifikované slid€ z vod-
ného roztoku obsahujiciho 0,01 hm. % HA. Na tomto obrdzku lze pozorovat agregované
shluky fetézcl HA, které jsou propojeny do siti, pfi¢emz se zménou stfedni molekulové
hmotnosti pozorujeme zmeény v jejich poctu a velikosti. HA o My 1,5 MDa tvoii agregaty
nepatrné vétsi oproti HA s My 2,36 MDa, viz. srovnani Obr. 16A a B. K dal$i zméné dochazi
u HA s My, 1,18 MDa, viz. Obr. 16C, kde Ize pozorovat vyrazny pokles poc¢tu agregatli na
vrub jejich zvétSovani. Zmény ve velikosti agregati vystihuji profilové fezy uvedené na
Obr. 17, kde byla nastavena srovnatelna velikost méfitka na Grovni 4 nm. Rozdily v maxi-

malnich pfevySenich jsou vedeny spolu s dal§imi parametry v Tab. 2.

Z Obr. 17 plyne, ze nejnizsich maxim na ose z dosahuje profil A a vyraznou ¢lenitost povr-
chovych struktur 1ze pozorovat u profilu B. U HA o0 My 1,18 MDa dochazi k nartstu maxima

az na 5,8 nm, viz. data v Tab. 2. S klesajici stiedni molekulovou hmotnosti dochazi dale
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k nartstu hodnoty RMS — zvySuje se drsnost povrchu. Pocet Agregati a jejich celkovy ob-
jem se pohybuje pfes maximum, avsak rostouci trend Ize pozorovat zejména v primérném

objemu zrna.

Distribuce velikosti agregatii je u HA o rozdilnych stfednich molekularnich hmotnostech

2,36 MDa a 1,5 MDa posunuta vyrazné doleva k niz§im hodnotdm, u 1,18 MDa HA je dis-

tribuce znacéné Siroka, viz. Obr. 18.

Obr. 16: Porovnani vilivu stifedni M,,, A) 2,36 MDa, B) 1,5 MDa, C) 1,18 MDa na zménu
vzhledu imobilizované HA na povrchu slidy. HA deponovana z 0,01 hm % vodného roztoku,
pripravovaného 22 h. Zaznamy porizeny pomoci TMAFM, velikost zobrazenych ploch
3x3um.
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Obr. 17: Vyskoveé profily imobilizovane HA na povrchu slidy pro riizné stredni My,
A) 2,36 MDa, B) 1,5 MDa, C) 1,18 MDa. Data odpovidaji Obr. 16.
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Tab. 2: Statistické veli¢iny charakterizujici imobilizovanou HA deponovanou na povrchu

slidy z vodného roztoku. Byly analyzovany plochy 3x3 um uvedené na Obr. 16:

Statistické veliiny 2,36 MDa 1,5 MDa 1,18 MDa
Maximum [nm]: 3.9 3,7 5,8
Median [nm]: 0,7 0,5 0,6
Ra [nm]: 0,1 0,2 0,2
Rms [nm]: 0,2 0,4 0,6
Sikmost: 2,8 3,1 4,8
Spicatost: 11,9 10,9 25,5
Plocha povrchu [um?]: 8,7 9,0 9,0
Pocet zrn 192 393 59
Celkova kolma plocha (rel.) [%]: 2,0 6,5 2,6
Celkovy objem zrn (nula) [10° nm?]: 299 1080 610
Primérny objem jednoho zrna [10° nm?]: 1,6 2,8 10,3
Chyba priimérného objemu zrna [10° nm?]: 0,2 0,2 1,2
2,36 MDa 1,5 MDa 1,18 MDa

300
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0
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Obr. 18: Distribuce velikosti agregatit HA na povrchu slidy pro rozdilné My, A) 2,36 MDa,

B) 1,5 MDa, C) 1,18 MDa. Data ziskana z obrazové analyzy zaznamit uvedenych na Obr. 16

pro plochy 3x3 um.
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4.1.2 Vzorky deponované z roztoku obsahujiciho 0,1 hm. % HA

V ramci dalSich experimentii byly pro depozici na povrch slidy pouzivany roztoky obsahu-
jici 0,1 hm. % HA o rozdilnych stfednich molekulovych hmotnostech My 1,5 MDa,
600 kDa, 370 kDa, 243 kDa a 124 kDa rozpousténé ve vodé¢ na tfepacce pfi laboratorni tep-
loté 20 °C po dobu 22 h. Z experimentalnich vysledkt a srovnani této a predeslé podkapitoly
vyplynulo, ze zvIasté u vzorka s nizsi sttedni My je lepsi pouzivat vice koncentrované roz-

toky urcené pro nanaSeni na povrch slidy.

Podobn¢ jako v predeslém srovnani, tak i v tomto 1ze pozorovat zmény v poctu a velikosti
agregatl, viz. srovnani dat na Obr. 16 a 19, respektive v Tab. 2 a 3. Z téchto srovnani rovnéz
plyne, Ze z roztokll s vétsSim hmotnostnim podilem polymeru v roztoku vznikaji vétsi a ob-
jemng;jsi agregaty.

Na Obr. 20 jsou porovnany vyskové profily. Na profilu A miZeme pozorovat nejnizsi vysky

24

Maximalni hodnota na ose z se pohybuje pfes maximum 18,2 nm u HA se stfedni My
370 kDa (Tab. 3). Hodnota RMS mirné roste, Sikmost se opét pohybuje pfes maximum u
HA se stfedni My 370 kDa. Pocet agregovanych shlukt je vyrazné vyssi u HA s My
1,5 MDa. Minimalni pocet agregatii byl detekovan u HA s My 243 kDa, pfi¢emz tato HA
ma nejvetsi primérny objem agregatu a druhy nejvétsi celkovy objem povrchovych ttvarg.
Rostouci trend 1ze pozorovat u celkového objemu agregatli, objemy jednotlivych agregatii
jsou zatizeny pfili§ velkou chybou z divodu omezené velikosti analyzované plochy
(3x3 um), nicméné lze konstatovat, Ze vyrazné¢ mensi je primérny objem agregatu u HA

s My 1,5 MDa.

Distribuce velikosti agregovanych shluki je pro HA s My 1,5 MDa a 370 kDa posunuta
doleva. Pro HA s My 600 kDa a 124 kDa se posunuje mirné doprava a pro HA s My, 243 kDa

dosahuje dvou maxim, viz. Obr. 21.
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Obr. 19: Porovnani vlivu stiedni M,,, A) 1,5 MDa, B) 600 kDa, C) 370 kDa, D) 243 kDa,
E) 124 kDa na zménu vzhledu imobilizované HA na povrchu slidy. HA deponovana
z 0,1 hm. % vodného roztoku, pripravovaného 22 h. Zaznamy porizeny pomoci TMAFM, ve-
likost zobrazenych ploch 3x3 um.
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Obr. 20: Vyskové profily imobilizované HA na povrchu slidy pro rizné stredni M,
A) 1,5 MDa, B) 600 kDa, C) 370 kDa, D) 243 kDa, E) 124 kDa. Data odpovidaji
Obr. 19.
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Tab. 3: Statistické veliC¢iny charakterizujici imobilizovanou HA deponovanou na povrchu

slidy z vodného roztoku. Byly analyzovany plochy 3x3 um uvedené na Obr. 19:

Statistické veliiny 1,5MDa 600kDa 370kDa 243kDa 124 kDa
Maximum [nm]: 9,5 18,0 18,2 16,5 13,6
Median [nm]: 1,9 1,3 2,2 2,2 1,3
Ra [nm]: 1,4 1,8 2,1 2,2 2,8
Rms [nm]: 1,9 2,5 3,1 2,6 3,4
Sikmost: 1,6 2,2 2,3 1,0 1,4
Spidatost: 1,5 4,0 4,6 0,4 0,4
Plocha povrchu [pm?]: 9,1 9,1 9,0 9.1 9,1
Pocet zrn 136 59 65 37 68
Celkova kolma plocha (rel.)

[%]: 19,5 16,5 20,3 25,05 24,78
Celkovy objem zrn (nula)

[10° nm?]: 10400 11200 15800 16800 19400
Primérny objem jednoho

zrna [10° nm’]: 77 190 240 450 290
Chyba primérného objemu

zrna [10° nm’]: 6 20 30 60 30
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Obr. 21: Distribuce velikosti agregatiit HA na povrchu slidy pro rozdilné M, A) 1,5 MDa,
B) 600 kDa, C) 370 kDa, D) 243 kDa, E) 124 kDa. Data ziskana z obrazové analyzy zaznamii
uvedenych na Obr. 19 pro plochy 3x3 um.

Ze srovnani vySe uvedenych vysledkl pro rozdilné stiedni molekulové hmotnosti a hmot-
nostni podily polymeru v roztoku plyne nasledujici. NiZsi podil polymeru v roztoku ma za
nasledek tvorbu mensich agregatii, coZ je pfimo spojeno s niz§im obsahem polymeru v roz-
toku. Porovname-lit tyto vysledky s tim co je prezentovano v odborné literature, viz. teore-
ticka ¢ast prace, musime konstatovat, ze pro zobrazeni izolovanych fetézct by bylo nezbytné
pfipravit jesté vice zfedéné roztoky HA. Nicméné sitova struktura propojujici jednotlivé ag-
regaty rozméroveé odpovida primeéru izolovanych fetézcl HA, viz. Obr. 22, podobné jak je

prezentovano v odborné literatute [24; 26; 28].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

1 B 4
3
€
£ 2 1 2 3
1
0
0 0,2 0,4 0,6 08 1 1,2
[um]

Obr. 22: Charakteristicky vzhled izolovanych retézcu HA propojujicich agregaty HA na po-
vrchu modifikované slidy. A) ndhled na plochu, B) profilovy rez pres izolované retézce (1-
3), okraj agregovaného shluku (4). Zobrazena plocha 1,1 x 1,1 um. Obradzek porizen pomoci
TMAFM.

Pti studiu vlivu stiedni molekulové hmotnosti na vznik agregovanych shlukit HA imobilizo-
vanych na povrchu MgCl, modifikované slidy pro HA o vyssich stfednich molekulovych
hmotnostech My 2,36 MDa, 1,5 MDa a 1,18 MDa bylo zji§téno, ze velikost a pocet agrego-
vanych shluki se pii riznych stfednich molekulovych hmotnostech 1i8i. S klesajici stiedni
M., dochézi ke zvétSovani primeérného objemu agregati. Tento rdst objemu pii poklesu
sttedni My, byl zaznamenan i u nizsich stfednich molekulovych hmotnosti. Z vysledkt vy-
plyva, Ze se sniZujici se sttedni My maji fetézce HA vétsi tendenci ke shlukovani se, coz
muze byt zpiisobeno vétsi ohebnosti fetézce, mensimi sterickymi zdbranami a niz$i sekun-
darni stabilizaci pomoci vodikovych vazeb, jak je popsano v literatufe pro HA s vysokou
molekulovou hmotnosti [3]. Z vySe uvedenych porovnani jednoznaéné plyne, Ze I1ze pozo-

rovat rozdily mezi vzhledem povrchi pfipravenych z rliznych sttednich My..
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4.2 Vliv doby pripravy roztoku na zménu vzhledu agregovanych struk-

tur HA na povrchu slidy

Dal$im nezanedbatelnym parametrem je doba, po kterou probiha rozpousténi praskové
formy HA v roztoku, jak ukazuji nize uvedené experimenty. Pro vystizeni tohoto vlivu byly
pfipravovany roztoky HA sobsahem 0,1 hm. %, o stfedni molekulové hmotnosti
M., 600 kDa na tiepacce po dobu 22 h nebo 44 h. Z porovnani vysledkti na Obr. 23 az 25 a
v Tab. 4 plyne, Ze s rostouci dobou ptipravy roztoku mizeme pozorovat vétsi pocet agregatii
na povrchu podobné, jak tomu bylo u diive diskutovanych vzorki s vysokou molekulovou

hmotnosti.

Profilové fezy, viz. Obr. 24, ukazuji na skutecnost, ze rostouci doba pfipravy roztoki HA

ma za nasledek rovnéz pokles ve vySce a objemu pozorovanych agregatu.

V Tab. 4 jsou uvedeny vysledky z plo$né analyzy. Z téchto vysledki je opét patrné, ze
vy$§iho maxima (vysky agregatll) je dosaZzeno u HA tfepané 22 h, hodnota RMS je zde rov-
néz vyssi. Z tabulky dale vyplyva, Ze pti delSim tfepani dochazi k ndrlstu poctu zrn, ke

zmenseni jejich celkového objemu i ke zmenseni primérného objemu zrna.

Distribuce HA tfepané 22 hodiny je Sirsi, ma vice maxim. Distribuce HA tfepané 44 hodin

je posunuta vyrazné doleva a je vyrazné¢ uzsi, viz. Obr. 25.

Obr. 23: Porovnani vlivu doby p¥ipravy na tiepacce A) 22 h, B) 44 h na zménu vzhledu
imobilizované HA na povrchu slidy. HA deponovana z 0,1 hm.% vodného roztoku,

M,,=600kDa. Zaznamy porizeny pomoci TMAFM, velikost zobrazenych ploch 3x3um.
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Obr. 24: Vyskové profily imobilizované HA na povrchu slidy pro riizné doby pFipravy na
tiepacce A) 44 h, B) 22 h. Data odpovidaji Obr. 23.
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Tab. 4: Statistické veliC¢iny charakterizujici imobilizovanou HA deponovanou na povrchu

slidy z vodného roztoku. Byly analyzovany plochy 3x3 um, uvedené na Obr. 23:

Statistické veliCiny 22 h 44 h
Maximum [nm]: 18,0 12,6
Median [nm]: 1,3 1,8
Ra [nm]: 1,8 1,2
Rms [nm]: 2,5 1,8
Sikmost: 2,2 2,3
Spiéatost: 4,0 5,0
Plocha povrchu [um?]: 9,1 9,1
Pocet zrn 59 126
Celkova kolma plocha (rel.) [%]: 16,5 16,4
Celkovy objem zrn (nula) [10° nm?]: 11200 8600
Priimérny objem jednoho zrna [10° nm’]: 191 68
Chyba priimérného objemu zrna [10° nm?]: 16 6
22h m44h
70
60
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. I B B wo -
50 100 150 200 250
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Obr. 25: Distribuce velikosti agregatii HA na povrchu slidy pro rozdilné doby p¥ipravy
na tiepacce A) 22 h, B) 44 h. Data ziskina z obrazové analyzy zaznamu uvedenych

na Obr. 23 pro plochy 3x3 um.
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Stejny trend ristu poctu agregatii spojeny se zmensovani jejich objemu v disledku delsi
doby pfipravy vodného roztoku HA byl rovnéz pozorovan u systému s vyssi stiedni
My 1,5 MDa, viz. porovnani na Obr. 26. Statistickd data pro tyto obrazky jsou uvedena
v Tab. 3 a 5. Pro potvrzeni symetricnosti vznikajiciho vzoru deponované¢ HA na povrchu
slidy je na Obr. 27 vyobrazen pohled na plochu 10x10 um ve vyskovém zobrazeni a fazi,
ktera ukazuje, ze na povrchu slidy pozorujeme sitovou monovrstvu s rozdilnymi mechanic-

kymi vlastnostmi. Na Obr. 28 je uveden 3D pohled na deponované agregaty HA na povrchu

slidy.

Obr. 26: Porovnani vlivu doby piipravy na tiepacce A) 22 h, B) 67 h na zménu vzhledu
imobilizované HA na povrchu slidy. HA deponovina z 0,1 hm.% vodného roztoku,

M,=1,5 MDa. Zaznamy porizeny pomoci TMAFM, velikost zobrazenych ploch 3x3um.
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Obr. 27: Vzhled HA o stiedni M,, 1,5 MDA na povrchu slidy imobilizované z vodného roz-
toku s hmotnostnim podilem polymeru 0,1 hm. % pripraveného na tFepacce po dobu 67 ho-

din. A) vyskové zobrazeni, B) zobrazeni fazovych zmeén na plose 10x10 pm, Zaznamy pori-

zeny pomoci TMAFM.

10,0 nm
0,0 nm

Obr. 28: 3D ndahled na imobilizovanou HA o stredni M,, 1,5 MDa na povrchu slidy. Data
odpovidaji vzorku uvedeném na Obr. 27.

Z vyse uvedenych vysledki plyne, Ze doba piipravy polymerniho roztoku je jednim ze z4-
sadnich parametrd, jenz maji vliv na vzhled vznikajici povrchové struktury HA jak u stied-
nich, tak velkych molekulovych hmotnosti. Nartst po¢tu agregati a pokles jejich objemu
s rostouci dobou rozpousténi mize napovidat o dvou souvisejicich skute¢nostech. Bud'to
dochdzi k uplnému rozpusténi ¢astecné nerozpusténych agregovanych makromolekul nebo

dochdzi k reorganizaci a stabilizaci makromolekularniho fetézce v Case.
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4.3 Vliv doby skladovani roztoku na zménu vzhledu agregovanych

struktur HA na povrchu slidy

Jednim z dalSich parametrii majici vliv na zménu vzhledu agregovanych struktur na povrchu
slidy je doba skladovéani (1 az 5 dnl) pfipravenych roztoka v lednici pii 5 °C. Pro demon-
straci tohoto vlivu byla zvolena HA o stiedni molekulové hmotnosti My 1,5 MDa. Byly
pfipraveny vodné roztoky s obsahem 0,1 hm. % HA, které¢ byly tfepany pfti laboratorni tep-
loté po dobu 67 hodin. Takto dlouha doba prvotni pfipravy byla zvolena zdmérn¢ s ohledem
na zjiSténou skutecnost, ze ¢im déle je roztok tiepan, tim lépe se vysledné struktury zobra-
zuji.

Vysledky prvniho métfeni uvedené na Obr. 29A pochazi z druhého dne po ukonceni ptipravy
roztoku na tfepacce. V nasledujicich dvou dnech bylo pozorovano zvétSovani agregati
(Obr. 29B a C). Nicméné posledni den méteni, Obr. 29D, doslo ke zméné trendu, vzorek
s nejvetsi pravdépodobnosti zacal degradovat. Postupny rlst agregat 1ze pozorovat na

zméné vyskovych profili viz. Obr. 30, kde nejniZsi maxima vykazuje profil A.

Nejvyssi maximum na ose z bylo zméfeno u vzorka ze 4. dne, viz. Tab. 5. Z tabulky dale
vyplyva, Ze u vétSiny hodnot dochazi po 4. dnu ke zmén¢ trendu. Drsnost pfi starnuti roste,
pocet zrn do 4. dne naopak klesd. Roste vSak celkovy objem agregatli i primérny objem
agregatu. Primérné objemy agregatli pro 3. a 4. den jsou zatiZeny velkou chybou z diivodu

jejich nizkého poctu na analyzované plose 3x3 pum.

Na Obr. 31 Ize pozorovat, ze vzorek deponovany z roztoku ze 2. dne mé velmi uzkou distri-
buci velikosti agregatii ve srovnani s ostatnimi vysledky, v§echny hodnoty se nachazi v prv-
nim intervalu. Roztok ze 3. dne ma distribuci $ir$i a posunutou doleva, roztok ze 4. dne ma
Sirokou distribuci se dvéma maximy. Roztok z 5. dne ma distribuci posunutou vlevo, dochéazi

viak k nériistu poétu hodnot v 1. intervalu od 0 do 200 - 10° nm?>.

Z téchto vysledki plyne, Ze 1 pfi stacionarnim umisténi roztoku v lednici dochazi k reorga-
nizaci fetézcl a ke zvétSovani objemu agregovanych shluki, vyjma posledniho dne méienti,
kde jiZ nelze vylouc¢it moZnost degradace pfipraveného roztoku. Zajimavou skute¢nosti je
fakt, Ze tato pozorovani jsou v rozporu s vysledky vénovanymi vlivu doby rozpousténi HA
na ttepacce. Tuto skutecnost 1ze pficist na vrub vyraznému rozdilu teplot pfipravy roztoku a
jeho skladovani a rovnéz mechanickému naméhani HA v tiepajicim se roztoku oproti static-

kému uloZeni v lednici.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

12 nm

13 pm

Obr. 29: Porovnani vlivu doby skladovani roztoku, priprava vzorku A) 2. den, B) 3. den,
C) 4. den, D) 5. den po sundani ze trepacky, HA deponovana z 0,1 hm.% vodného roztoku,
M,=1,5 MDa, délka prvotni pripravy na tiepacce 67 h. Zaznamy porizeny pomoci TMAFM,
velikost zobrazenych ploch 3x3um.
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Obr. 30: Vyskové profily imobilizované HA na povrchu slidy pro rizné doby skladovani
rogtoku, priprava vzorku A) 2. den, B)3. den, C) 4. den, D) 5. den po sundani ze tiepacky.
Data odpovidaji Obr. 29.
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Tab. 5: Statistické veliCiny charakterizujici imobilizovanou HA deponovanou na povrchu

slidy z vodného roztoku. Byly analyzovany plochy 3x3 um, uvedené na Obr. 29:

Statistické veliCiny 2. den 3. den 4. den 5. den
Maximum [nm]: 11,7 12,1 16,2 12,7
Median [nm]: 2,0 1,7 4,9 39
Ra [nm]: 1,2 1,9 2,5 1,6
Rms [nm]: 1,7 2,6 2,9 2,2
Sikmost: 1,9 1,9 0,7 1,3
Spicatost: 2,8 2,2 0,9 1,3
Plocha povrchu [pm?]: 9,1 9,1 9,1 9,1
Pocet zrn 121 24 20 46
Celkova kolma plocha (rel.) [%]: 10,3 14,8 27,0 11,3
Celkovy objem zrn (nula)

[10° nm?]: 6200 10400 25400 9700
Primérny objem jednoho zrna

[10° nm?]: 52 400 1300 210
Chyba primérného objemu zrna

[10° nm?]: 4 100 400 30

2.den ®m3. den ®W4.den ®W5.den
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Obr. 31: Distribuce velikosti agregatii HA na povrchu slidy pro rozdilné doby skladovani
roztoku, priprava vzorku A) 2. den, B) 3. den, C) 4. den, D) 5. den po sundani ze trepacky.

Data ziskana z obrazové analyzy zaznamut uvedenych na Obr. 29 pro plochy 3x3 um.
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4.4 Vliv pritomnosti soli na zménu vzhledu agregovanych struktur HA

na povrchu slidy

Vyse popsané vysledky byly ziskdny z depozice vodnych roztoki HA na povrch slidy.
Vodné roztoky bez jakychkoliv piimési ¢i obsahu soli byly voleny zamérné¢, protoze se jedna
o relativné jednoduchy systém, co se slozeni tyka. Otazkou vsak zlstava, zda je mozné imo-
bilizovat a zobrazit fetézce HA a jejich agregaty z prostiedi fyziologického roztoku (roztok
s obsahem 0,9 hm. % NaCl). Pro odpoveéd’ na tuto otdzku bylo rozpusténo 0,1 hm. % HA
o stfedni molekulové hmotnosti My 600 kDa ve fyziologickém roztoku. Rozpousténi probi-
halo na laboratorni tfepacce po dobu 22 h pfi laboratorni teploté 20 °C. Z méfeni provede-
nych na AFM lze pozorovat na vétsi plose 20x20 pm vznik krystala soli, viz. Gtvary s os-
trymi hranami na Obr. 32A. Pfi prvnim pohledu na tento obrazek se mize zdat, Ze zde nevi-
dime jakoukoliv HA, nicméné nesmime zapomenout, ze zde pozorované Utvary vykazuji
pfevyseni v fadech 100 nm (méfitko 0 az 350 nm na Obr. 32A) oproti vzorkiim pfipravenym
z Cisté vodnych roztok, kde maximalni vysky tatvari dosahovaly 20 nm. Pfi bliz§im pohledu
mezi jednotlivé krystalky (zobrazend plocha 3x3 pm, viz. Obr. 32B) mtizeme pozorovat po-
dobné struktury jako na predeslych povrsich ptipravenych z ¢isté vodnych disperzi bez pfi-

tomnosti soli. To znamena, Ze opét pozorujeme velké agregaty HA propojené do vzajemné

sit€ izolovanymi skupinami fetézcu.

11 nm

Obr. 32: Vzhled povrchu slidy po depozici HA rozpusténé ve fyziologickém roztoku. Na
povrch slidy byl deponovana roztok s obsahem 0,1 hm.% HA o stredni M,,=600 kDa po dobu
22 hodin na trepacce. Zaznamy porizeny pomoci TMAFM, velikost zobrazenych ploch
A) 20x20um B) 3x3um.
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Tab. 6: Porovnani statistickych veli¢in charakterizujicich ptichycenou HA na povrchu slidy

z fyziologického a vodného roztoku. Data byla ziskana z analyzovanych ploch 3x3 pm, uve-

denych na Obr. 32B a 19B:

Statistické veliCiny Fyziologicky roztok Vodny roztok
Maximum [nm]: 11,0 18,0
Median [nm]: 1,2 1,3
Ra [nm]: 1,4 1,8
Rms [nm]: 1,9 2,5
Sikmost: 1,8 2,2
Spiéatost: 2,0 4,0
Plocha povrchu [pm?]: 9,1 9,1
Pocet zrn 24 59
Celkova kolma plocha (rel.) [%]: 19,8 16,5
Celkovy objem zrn (nula) [10° nm?]: 9800 11200
Primérny objem jednoho zrna [10° nm?]: 410 190
Chyba priimérného objemu zrna [10° nm?]: 80 20

Z porovnani Obr. 32B a 19B a Tab. 6 plyne, Ze u vzorkl pfipravenych z fyziologického

roztoku pozorujeme mensi pocet agregatii o vétSim objemu oproti vzorklim pfipravenym

z Cisté vodného prostiedi.

Z poznatkll prezentovanych v literatufe je znamo, ze klubko HA v roztoku soli (fyziologic-

kém roztoku) zaujimad mnohem sbalen¢;j$i konformaci. To znamend, ze bychom méli pozo-

rovat daleko mensi Gtvary na povrchu slidy. Misto toho pozorujeme daleko mensi pocet ag-

regatll o vétsim objemu. Jediné logické vysvétleni tohoto jevu je, Ze opét pozorujeme vétsi

skupinu agregovanych makromolekularnich klubek a fetézct, které se snadnéji spojuji do

vetsich celkti. Nutno dodat, Ze v téchto agregatech je zcela jisté pfitomné nemalé mnozstvi

NaCl, které¢ mtize ovliviiovat velikost pozorovanych struktur.
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ZAVER
V ramci této bakalarské prace byl optimalizovan proces piipravy vrstev hyaluronanu sod-

ného na povrchu slidy tak, aby byla mozna jejich charakterizace pomoci mikroskopie ato-

marnich sil.

V prvnim kroku prace byl upraven povrch slidy pomoci MgCl, tak, aby byla mozna imobi-
lizace studovaného polymeru na vybrany typ atomarn¢ rovného povrchu. Nasledné byly pro-
studovany vlivy stiedni molekulové hmotnosti, hmotnostniho podilu, Casu pfipravy, ¢asu

skladovani a pfitomnosti soli na zménu zobrazované HA na povrchu nosného substratu.

Bylo zjisténo, ze s klesajici stiedni molekulovou hmotnosti ma HA vétsi tendenci k tvorbé
agregovanych struktur na povrchu slidy. Mimo to bylo téméf ve vSech ptipadech pozorovano
vzajemné propojeni agregovanych struktur pomoci skupin izolovanych fetézci HA po-
dobng, jak je popsano v literatute. S rostoucim hmotnostnim podilem polymeru v roztoku
roste velikost agregovanych struktur, coz zasadn€ neovlivituje dominantni vliv stfedni mo-

lekulové hmotnosti na velikost agregovanych struktur.

V dalsi ¢asti experimentélni prace byl analyzovan vliv ¢asu rozpousténi HA ve vodném roz-
toku pfti laboratorni teploté a vliv doby skladovani roztoku v lednici. Bylo zjisténo, Ze tyto
jevy jsou protichidné — v pribéhu rozpousténi na tiepacce dochazi ke zvétSovani poctu zrn
za soucasného zmenSovani jejich objemu, oproti tomu béhem skladovani v lednici byl sle-

dovan rlst agregatii na tkor snizovani jejich poctu.

Mimo to byl charakterizovan povrch slidy s imobilizovanou HA rozpusténou ve fyziologic-
kém roztoku. Ve srovnani se strukturami ziskanymi z vodnych roztokid bylo mozné v prvnim
priblizeni pozorovat velké krystaly NaCl. Po dal§im pfiblizeni byly mezi témito krystaly
nalezeny podobné struktury HA jako na povrSich pfipravenych z roztokid bez pfitomnosti
soli. Bylo zjiSténo, Ze ve srovnani se systémy pfipravenymi z vodnych roztokli o stejné
sttedni molekulové hmotnosti byly zobrazené agregaty navzdory ocekavani objemnéjsi a

jejich pocet byl mensi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HA kyselina hyaluronova, resp. hyaluronan sodny
AFM mikroskopie atomarnich sil

My, distribuce molarni hmotnosti polymeru
ECM extracelularni matrix

MD molekularni dynamika

NMR nuklearni magneticka rezonance

FTIR infracervena spektroskopie

DSC diferencia¢ni kompenzacni kalorimetrie
TEM transmisni elektronova mikroskopie
XRD rentgenova difrakéni analyza

DLS dynamicky rozptyl svétla

SPM mikroskopie skenujici sondou

TMAFM poklepovy mod mikroskopie atomarnich sil

APTES 3-aminopropyltrimetoxysilan

TMSPTA N-trimetoxysilylpropyl-N,N,N-trimetylamonium
AFM-SMFS technika silové spektroskopie mikroskopie atomdarnich sil
hm. hmotnostni podil

RMS stfedni kvadraticka drsnost

Ra pramérna drsnost
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