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ABSTRAKT

Byly studovany agrega¢ni schopnosti hyaluronanu sodného na povrchu slidy. Hyaluronan
sodny (HA) byl deponovan na povrch kladné nabitého substratu ze srovnatelné zfedénych
roztokli obsahujicich béhem rozpousténi rozdilny hmotnostni podil polymeru. Byl zkouman
vliv rozdilnych pfistupt pfipravy roztoku, stfedni teploty, teplotniho spadu a doby jeho skla-
dovani pied jeho nanesenim na povrch. Imobilizované vrstvy HA byly charakterizovany po-
moci mikroskopie atomdrnich sil. Ziskané zdznamy byly podrobeny obrazové analyze, ktera

ukdazala, jak se méni schopnost HA tvofit tenké povrchové sité a shluky polymernich klubek.

Kli¢ova slova: hyaluronan sodny, rozpousténi, modifikace, imobilizace, agregace, mikro-

skopie atomarnich sil

ABSTRACT

Subject of study were aggregation abilities of hyaluronate sodium on mica surface. Hyalu-
ronate sodium (HA) was deposited on positively charged substrate from comparably diluted
solutions consisting of different amount of polymer. Diverse sample preparation approaches
were studied together with medium temperature, temperature gradient and storage time be-
fore their deposition on surface. Imobilised layers of HA were characterised by atomic force
microscopy (AFM). Gained results were subjected to image analysis, that showed changes

in ability of HA to form thin surface networks and polymer coils aggregation on surface.

Keywords: hyaluronate sodium, dissolution, modification, imobilization, aggregation, ato-

mic force microscopy.
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UvVOD

Tercialni struktura hyaluronanu sodného (HA) podminuje jeho fyzikalné¢ chemické vlast-
nosti a s tim souvisejici aplikacni potencial v fadé medicinskych obort, tkaniovém inzenyr-
stvim a kosmetice. Jeho vlastnosti se vyuzivaji pro 1écbu a regeneraci bunék, vypliovani
mezibunéénych prostori atd. Nové studie se zamétuji i na mozné vyuziti v distribuci 1é¢iv.
K Sirokému aplika¢nimu potencialu pfispiva moznosti modifikace jeho struktury a vyvojem

ruznych typt hydrogela.

Ke zkoumani struktury hyaluronanu bylo v poslednich desitkach let pouzito velké mnozstvi
metod. Tato bakalatska prace se zaméiuje na studium HA pomoci mikroskopie atomarnich
sil v semikontaktnim reZimu na vzduchu s deponovanymi vzorky na povrchu modifikované

slidy.

S ohledem na zaméteni prace se teoreticka ¢ast zabyva popisem biomaterialt a jejich rozdé-
lenim. Vé&tsi prostor je vénovan samotnému hyaluronanu, jeho struktute, fyzikalnim a che-
mickym vlastnostem, které stoji za jeho velkym potencidlnim vyuzitim. Dals$i ¢ast se zabyva
literarn€ popsanymi poznatky ze studia hyaluronanu sodného pomoci mikroskopie atomar-
nich sil. Jsou zde uvedeny pozorované strukturni konformace tohoto biopolymeru na po-

vrchu slidy v zavislosti na zpasobu ptipravy daného vzorku.

Prakticka Cast prace se zabyva studiem vlivu procesnich parametrii pfipravy roztoktit HA na
jejich agregacni schopnosti na povrchu kladné nabité slidy. Je zde ukazano, jak se méni tyto
vlastnosti se zménou hmotnostniho podilu polymeru v roztoku, zpisobem a stfedni teplotou
rozpusténi, teplotnim spadem a dobou skladovani ptipravené¢ho polymerniho roztoku. Podle
hmotnostniho podilu tak vznikala bud’ polymerni sit,, nebo agregaty, jejichz velikost a pocet
se lisily podle parametrii ptipravy. Dopad téchto vlivii byl poté porovnan mezi roztoky s roz-
dilnymi hmotnostnimi podily. Déle byla sledovany zména ve struktufe imobilizované HA

v fadu nékolika dnu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOPOLYMERNI SYSTEMY

Jedna se o biodegradabilni materialy tvofené monomernimi jednotkami kovalentné spoje-
nymi do vétSich makromolekularnich celkii. Jejimi nejvét§imi producenty jsou zZivé orga-
nismy, z nichz nejvice se ziskava z rostlin, stromd a mikroorganismu. Za biopolymery jsou
také oznaCovany produkty chemické syntézy z ptirodnich zdroji. Jedna se o tuky, cukry,
pryskyfice a mnoho dalSich. Biopolymery se vyznacuji slozitym molekularnim uskupeni za-
ujimajicim ptesné 3D tvary a struktury klicovych pro jejich funkénost. Prikladem toho je
hemoglobin, u néhoz je schopnost prenaset kyslik v krvi dana jeho kvartérni strukturou, bez
niz by toho nebyl schopen. Na zakladé povahy opakujicich se jednotek 1ze biopolymery roz-
délit do tii skupin; proteiny, jejichZ monomernimi jednotkami jsou aminokyseliny, nukleové
kyseliny tvofené nukleotidy a nakonec polysacharidy, jejichZ strukturnimi jednotkami jsou

monosacharidy.'

1.1.1 Proteiny

Makromolekuly, majici zdsadni roli ve vSech nezbytnych biologickych procesech jsou pro-
teiny. Pro Zivé systémy jsou diileZité svou vSestrannosti, jelikoz zastavaji velkou fadu funket,
jako katalyzatory, pirenasece nervovych impulzi, zajist'uji imunitni ochranu, mechanickou
oporu, ptenos a ukladani jinych molekul. Tato rozséhla funkénost je podminéna jejich struk-
turou. Proteiny jsou linearni polymery, u nichz dochézi k samovolnému uspotfddavani do 3D
struktury na zakladé€ potfadi aminokyselin v fetézci. Funkce proteinu pak pfimo zavisi na této
3D struktufe. Dale ma vliv uspofadani funk¢nich skupin (alkoholy, karboxylové kyseliny,
thioly atd.), které jsou ve struktuie zastoupeny ve velkém mnozstvi. Dilezitou roli ma také

interakce v radmci proteinovych fetézci a interakce s jinymi biologickymi makromolekulami

vvvvvv

Jak jiz bylo zminéno, monomernimi jednotkami proteint jsou aminokyseliny, jejichZ poly-
meraci vznikaji polypeptidy. Spojenim nékolika z nich vznikd komplexni struktura proteinu.
V tomto uspotadani se sttida 20 riznych aminokyselin, pro které je charakteristicka ptitom-
nost aminoskupiny, karboxylové skupiny a postranniho fetézce typického pro urcitou ami-
nokyselinu. Podle chemické struktury postranniho fetézce se rozliSuji aminokyseliny po-
larni, hydrofobni a s nabojem. U polarnich aminokyselin dochazi k interakci postranniho
fetézce s vodou. Diisledkem je pfitomnost skupiny tvofici vazbu s vodikem. Prikladem po-
larnich aminokyselin jsou serin, cystein a tyrosin. Hydrofobni aminokyseliny obsahuji ne-

polarni postranni fetézce, které s vodou neinteraguji nebo jen velmi slab€. Do této skupiny
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aminokyselin patii naptiklad valin, leucin a fenylalanin. U aminokyselin s ndbojem jsou po-
stranni feté¢zce za fyziologickych podminek vzdy nabité a to bud’ kladné (lysin, arginin),

nebo zaporné (kyselina asparagova, kyselina glutamova).>

1.1.2 Nukleové kyseliny

Biomakromolekuly odpovédné za pienos dédi¢né informace jsou nukleové kyseliny. Jedna
se o kyselinu deoxyribonukleovou (DNA) a kyselinu ribonukleovou (RNA). Jejich struktura
obsahuje dusikaté baze (purinové a pyrimidinové), cukr (v DNA 2-deoxy-D-ribosu, v RNA
jsou monomernimi jednotkami nukleovych kyselin a maji vyznamnou roli pii uchovavani
a expresi genetické informace. Nukleotidy a jejich derivaty se podileji témef na vSech bio-
chemickych procesech. Kromé stavebni funkce zastavaji v bunice role, jako jsou usmérno-
vani enzymové aktivity nebo zprostiedkovavani bunééného signalizovani, ¢imz je regulo-
vana fada metabolickych procesti. Ve spojeni s vitaminy jsou nukleotidy a jejich derivaty
schopny tvofit velké mnozstvi koenzymu. Piikladem jsou nukleotidtrifosfaty a nukleotiddi-
fosfaty, jako ATP a ADP, kter¢ slouzi jako akceptory fosfatové skupiny a vyznamné se tak

podileji na transportu energie ve vSech fazich metabolismu.

DNA je nositelem genetické informace a je tvofena dvéma opaéné orientovanymi fetézci
sto¢enymi do dvousroubovice. Celkem je zndmo az 6 rtiznych forem dvousroubovicového
usporadani DNA. Mezi obéma fetézci jsou vodikové vazby spojujici vzdy dvé komplemen-
tarni baze. Ve struktufe je dale charakteristickd pfitomnost tzv. velkych a malych Zlabkd,
jenz jsou nezbytné pro specifickou interakci s proteiny. DNA také slouzi k syntéze RNA,
ktera je na rozdil od DNA tvoifena jednim fetézcem. V rdmci tohoto jednoho fetézce miize
vzniknout dvouvlaknova struktura zvana vlasenka. Je zndmo nékolik typli RNA, jako je me-
didtorovda mRNA, ribosomalni rRNA a transferova tRNA. VSechny typy RNA maji dilezi-

tou roli pti syntéze proteini.*™

1.1.3 Polysacharidy

Polysacharidy jsou struktury vzniklé spojenim monomernich jednotek monosacharidd, které
jsou vzajemné propojeny glykosidickymi vazbami. Monosacharidy jsou malé ttvary, alde-
hydy nebo ketony obsahujici dvé nebo vice hydroxylovych skupin. V fetézci je obsazeno 3
az 9 uhlikovych atom. Jejich pocet pak udava nazev sacharidu; pro 3 atomy se mluvi o tri-

0ze, pro 5 atomu o pentoze atd. NejrozsifenéjSim sacharidem je glukdza, kterd je stejné jako
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témer vSechny sacharidy chirdlni sloucenina. To znamend, Ze ma ve své struktufe nékolik
uhlikovych atomi, na nichz jsou Ctyfi rizné substituenty. Kazdy monosacharid dale obsa-
huje nékolik volnych OH skupin. Ty se podileji na kondenzacnich reakcich, které poskytuji

fadu riznych moZnosti navazani bo¢nich skupin (vétveni).

Polysacharidy jsou vyznamné pro svou roli v uklddani energie a udrzovani strukturni inte-
grity organismu. Spojenim velkého mnozstvi monosacharidovych zbytkt je efektivni zptisob
ukladani glukozy. Dochazi tak ke vzniku polysacharidi, jako jsou celuldéza nebo glykogen.
Celuldza je soucasti bunécéné stény u rostlin a je jedna z nejrozsifenéjSich organickych slou-
cenin.

V zivocisnych bunikach je zasobarnou glukoézy glykogen, ve kterém z kazdého asi dvanac-
tého glukdzového zbytku polysacharidu vychazi vétev a ve vysledku tak vznika vysoce roz-
vétvena struktura. Dlsledkem toho dochazi k rychlému skladéni nebo rozbalovani této mak-

romolekuly, které se odviji od metabolickych potieb buiiky.>>
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2  KYSELINA HYALURONOVA

2.1 Struktura
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Obr. 1: Chemicka struktura kyseliny hyaluronové®
Kyselina hyaluronova (HA) je prirozené se vyskytujici polysacharid slozeny ze stiidajicich
se jednotek N-acetyl-D-glukosaminu a kyseliny D-glukoronové spojenych glykosidickou
vazbou ve sméru (1—4). V kompletni molekule HA dosahuje pocet opakujicich se disacha-
ridd az 10 000 a vice. Molarni hmotnost je pak piiblizné& 4-10° Da, kde na kazdy disacharid
pripada asi 400 Da. Primérna délka jednoho disacharidu se odhaduje na 1 nm. Z toho vy-
plyva, ze molekula obsahujici 10 000 takto dlouhych jednotek bude sama v nataZzeném stavu
dosahovat délky 10 pm. Struktura HA, viz Obr. 1, je nerozvétvena a neobsahuje Zadné sul-
fatové skupiny. To z ni €ini jediny nesulfatovy glykosaminoglykan hojné se vyskytujici v ex-
tracelularnim matrixu, plicich, synovidlnich tekutinach, kazi a sttevech. V lidském téle je

obsazeno téméf 15 g HA,*® z nichz 1/3 je denné recyklovéna.’

Patet molekuly HA je ve fyziologickych roztocich zpevnéna kombinaci vzajemnych puso-
beni disacharidové chemické struktury, vnitfnich vodikovych vazeb a interakci s rozpouste-
dlem. Axialni vodikové atomy tvofi nepolarni, relativné hydrofobni ¢ast molekuly zatimco
ekvatoridlni postranni atomy jsou vice polarni a tvoti hydrofilni ¢ast molekuly. Vytvofenim
vodikovych vazeb mezi hydroxylovymi skupinami vznikd konformace tvaru klubka, ktera

je ve své struktuie schopna uzavfit az tisicindsobek své hmotnosti vody.
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CHs

Obr. 2: Schéma HA trisacharidu'®

Chovani vodikové vazby ve struktufe HA je mozno predikovat pouzitim molekularniho mo-
delovani dynamiky disacharidi HA ve vodnych roztocich. Na Obr. 2 je uvedena geometrie
vodikovych vazeb mezi jednotlivymi monosacharidy. Oznaceni A-E maji bézné intramole-
kularni vodikové vazby ziskané modelovanim. Pismeny F, G a H jsou pak oznaceny vazby

spojované s nizkoenergetickymi konformacemi HA.

Dalsi vyzkumy zabyvajici se podobnou tématikou studujici HA tetrasacharidy pfedpokladaji
ptitomnost dalSich minimélnich energetickych hladin s alternativnim uspofadanim intramo-
lekularnich vodikovych vazeb, které nebyly diive brany v potaz (vazby F, G a H). Méfeni
provedena pomoci NMR poukazuji na skutecnost, ze rozpoustédla spolu s délkou fetézce
maji vliv na dynamiku konformace. Za tento efekt jsou odpovédné prechodné intramoleku-
larni vodikové vazby, které také ovliviiuji ohebnost jinak tuhého fetézce HA v roztocich. Na
tyto vazby ma negativni dopad ptitomnost NaOH a teplota. Roztoky HA se dale vyznacuji
neobvyklymi reologickymi vlastnostmi, které zavisi na ptusobeni molekulové hmotnosti
a koncentraci. Kromé toho, Ze jsou vysoce hydrofilni, maji vyznamné lubrikacni u¢inky
a HA je v roztoku pfitomna ve form¢ expandovaného ndhodného klubka. Na tuto konformaci
ma vliv ne€kolik faktorti. Jsou to podminky prosttedi, ve kterych se molekula polymeru vy-
skytuje, napft.:

e pfitomnost proteint,

e iontova sila,

e pH,

e iontové interakce.
Dale maji vyznamnou roli fyzikalni vlivy jako:
o tlak,

e smyk,

e teplota.
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Pro roztoky s vyssi koncentraci HA plati, ze maji i vysokou viskozitu. U vysokomolekularni
vzorkd obsahujicich 1 % polymeru v roztoku lze pak pozorovat konzistenci podobajici se

zelating. HA je také povazovéna za pseudoplasticky material 31012

HA je schopna utvofit veliké mnozstvi struktur na zakladé odlisnych experimentalnich pod-
minek pfipravy vzorku. Mozné typy uspotadani prezentované v ramci jedné studie jsou vy-

obrazeny na Obr. 3:

e (i) uspotadani fetézct, které HA zaujima ve vodném roztoku,

e (ii) stoceni fetézci do dvojitého Sroubovice,

e (iii) dv¢ antiparalelni Sroubovice, mezi nimiz nedochazi k vzajemnému propletent,
e (iv) jednotlivé Sroubovice s tésnejSim usporadanim,

e (v) vzajemné usporadani Sesti fetézcti vici sobe,

e (vi) n€kolik fetézcl v bliz§im setazeni vedle sebe,

e (vii) uskupeni natazenych fetézci.'?

Obr. 3: Zmény uspoiddani HA v zavislosti na podminkdch pripravy vzorku'
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2.2 Vlastnosti

Kyselina hyaluronova je jedna z nejvice hydrofilnich molekul v ptirod¢. Pokud neni vazana
k jinym molekulam. V téle se krom¢ extracelularniho matrixu nachazi ve velkém mnozstvi
v tkanich plodu, kde je béhem dalSiho vyvoje ¢aste¢né nahrazena kolagenem a proteogly-
kany, jez jsou schopny vykonavat mechanicky naro¢né€jsi tikony. Vyskytuje se také mimo
buniky, a to v télesnych tekutindch. Prikladem je ocni sklivec, kde udrzuje viskoelasticitu.
Mezi dalii biologické funkce HA patii kontrola hydratace tkani, transport vody”!!, déle je
dalezita pro propustnost malych nebo objemnych molekul. Ovliviiuje fyziochemické vlast-

nosti tkani a uplatiiuje se v nékolika signaliza¢nich drahach.!'

V télesnych tekutindch se HA objevuje v koncentracich od 0,01 pg/g v krevnim séru az do
1 400-3 600 pg/g v synovialnich tekutinach. V mékkych pojivych tkanich je v koncentraci
8,5-18 ng/g.” HA se objevuje s molarni hmotnosti od 10° Da v séru do 8-107 Da ve sklivci.
Nejvice distribuovanou formou HA v tkanich je vysokomolekularni HA (HMWHA) s mo-
larni hmotnosti do ~107 Da.!>!® Nizkomolekularni HA (LMWHA) vznikd rozpadem
HMWHA v diisledku poranéni tkang. Jeji molarni hmotnost se pohybuje do ~10° Da. Té&-
lesné bunky jsou schopny rozlisit LMWHA a HMWHA, na zaklad¢ ¢ehoZ vykonavaji od-
lisné funkce.!” HMWHA m4 imunosupresivni Gi¢inky, je antiangiogenni (ptisobi proti vzniku

-----

muluje riizné signaliza¢ni kaskady zprostiedkované interakci fadou rozdilnych receptord. '8
Faktory ovlivityjici fyzikaln€ chemické vlastnosti HA jsou:

e molarni hmotnost,
e koncentrace,

e teplota,

e pH,

e iontova kompozice,
e rozpoustedla,

e vazebnost ¢i nevazebnost proteind.

Viskoelastické vlastnosti roztoku HA zavisi na hodnoté pH. Pii extrémnich hodnotach, kdy
je pH v rozmezi hodnot 2,5-3,5 nebo nad 12,5, nastava vyrazny pokles viskozity zapticinéni
ubytkem vazeb mezi uhliky. Pfi neutrdlnim pH hodnota viskozity dosahuje pfijatelnych hod-

not. Na viskoelastické vlastnosti ma dale vliv frekvence aplikovaného napéti. Za vysoké
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frekvence je pozorovano elastické chovani, zatimco pti nizkych frekvenci se projevuje cho-
véni viskozni.'? Déle je pro tyto vlastnosti diilezity vznik velkych sitovych struktur v rozto-
cich HA. V ptipadé¢ HMWHA lIze v zavislosti na koncentraci polymeru rozlisit 3 odlisné
strukturni oblasti. Jsou to oblasti zfedéné, ¢astecné ziedéné a koncentrované, které se lisi

hlavné mirou, do jaké dochazi k pfekryvu fetézci a distribuci polymernich fetézct. "

Roztoky HMWHA maji vysokou viskozitu s neNewtonovskym tokovym chovanim, jenz je
projevem mikroskopického smykového napéti uvniti molekuly vznikajicim pii jejim nata-
Zeni. Smykové napéti ma pro flexibilni polymery velky vyznam a to z diivodu, Ze toto napéti

vznika vzdy pfi toku roztoku po povrchu. Na natazeni fetézce maji vliv dvé slozky:

e clongacni,

e rotacni.

Smyk Elongace Rotace

Obr. 4: Schéma jednoduchého smykového toku sloZeného z elongacni a rotacni slozky*

Ostatni toky se pak sklddaji z obou téchto slozek a zavisi na velikosti uhlové rychlosti, cha-
rakterizujici rota¢ni tok a rychlosti deformace pro elongaéni tok. Obé slozky musi mit nenu-
lové hodnoty. Pfi toku dale vznikaji hydrodynamickeé sily pfevazujici nad entropickymi si-
lami odpovédnymi za uspotadani polymernich fetézcii do klubka. Tim je dosaZeno natazeni
klubla, po kterém dochdzi k relaxaci. Polymer poté miize zaujimat dvé mozné konformace,
jak ukazuje schéma na Obr. 5. Bud’ miize byt ve formé téméf linearniho fetézce, nebo se

miiZe sbalit do podoby ndhodného klubka 2°
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Obr. 5: Schéma chovani polymeru ve smykovém toku®

Kromé vysoké molarni hmotnosti je dilezitym faktorem vedoucim k vysoké viskozité tohoto
systému skutecnost, ze se sklada ze semiflexibilnich fetézct. Tyto fetézce expanduji do
velkych objemt, kde je meziprostor vyplnén vodou, kterd neni pevné vazana, ale uzaviena
uvnitt struktury klubka. Voda je vzdy ptitomna a podili se na velikosti kazdé molekuly, za-
timco jeji tvar podléha neustalym zménam. To je dano tim, Ze pohyb rozpoustédla je ovliv-
nén tfenim s blizce rozmisténymi polymernimi segmenty. Vzhledem k rychlosti pohybu seg-
mentil 1ze tvar molekuly v primérné dobé popsat jako kulovy, v némz je nejvyssi hustota
segmentl fetézce koncentrovana pobliZ stfedu. Pro roztok HA v dobrém rozpoustédle plati,
Ze objem HA roste pfiblizné jako molarni hmotnost umocnéna na 1,8. Z této skutecnosti
plyne, Ze ¢im vétsi je polymer, tim mensi je primé&rnd hustota, jelikoZ objem nartista rychleji
nez hmotnost. Pro HA s molérni hmotnosti v fadu miliont tak dosahuji fetézce extrémnich

objem.?!

Za fyziologickych podminek se HA vyskytuje ve formé sodné soli se zdpornym nabojem,?
ktery v zavislosti na pH nese kazdy druhy monomer.!! P#i Giplné ionizaci karboxylové sku-
piny v kyselin¢ D-glukoronové jsou od sebe naboje ve vzdalenosti 1 nm. Tyto naboje jsou

ovlivnény iontovou silou a jiz diive uvedenym pH prostfedi. Samy pak maji vliv na tvar
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molekuly a na interakci s okolnimi molekulami.?* Diky zdpornému naboji HA snadno inter-

aguje s kladnymi povrchové aktivnimi latkami.?*

Jak bylo zminéno dfive, na konformaci HA plsobi obsah iontii v roztoku (NaCl, KClI,
MgCl, MnCl). V roztocich podléha klubko elektrostaticky indukovanému smrsténi, jez se
zvySuje s rostouci koncentraci elektrolytu. Studium HA metodou FRAP byl prokazan vliv
pfitomnosti elektrolytu na difuzni koeficient FA-HA, kdy v pfitomnosti dvoumocnych kati-
ontfi (Ca**) dochazi k mnohem vétsimu nértistu hodnoty koeficientu, nez jak je tomu v pii-
tomnosti jednomocnych kationtt (Na"). Tento nariist hodnoty koeficientu difize FA-HA
s koncentraci elektrolytu je pfedpokladan v disledku redukce elektrostatickych interakci,
jenz vedou ke smrsténi polyaniontového klubka a néasledné redukci interakci mezi fetézci

v semikoncentrovanych roztocich.?®

2.3 Vyuziti

Ptitomnost HA téméft ve vSech butikach ve spojenti s jeji biokompabilitou a biodegradabilitou
vedla k tomu, Ze HA naSla vyuZiti ve vyvoji materialli napomahajicim ristu tkani, jejich
opravam a regeneraci. To vedlo ke vzniku hydrogelovych struktur na bazi HA, tzv.
scaffoldd, jejichz vlastnosti je ¢ini vhodnymi pro pouziti v tkafovém inZenyrstvi a regene-
rativni medicin€. HA hydrogely se mohou uplatnit v 1é€bé napt. hlasivek, chrupavek nebo
slinnych zlaz.” Jedna se o zesitované polymery vyznacujici se vysokym obsahem vody
a dobrou elasticitou. Jsou schopny tvofit vysoce nabobtnalé 3D prostfedi, podobné pfiroze-
nym tkanim. Tato vlastnost umoznuje zapouzdieni bunck a zprostiedkovani bunécné akti-
vity za fyziologickych podminek. Tim je podporovana rychlost mnozeni bunék, jejich mi-
grace, specificka diferenciace,?® adheze a pohyblivost. HA svymi biologickymi vlastnostmi

také ovliviiuje viechny faze lé¢eni ran.!?

HA je mozné riizn€ chemicky modifikovat, coz vede k ziskani odlisnych vlastnosti vysled-
ného materiadlu. Chemické modifikace se zamétuji na tii funkéni skupiny. Prvni jsou skupiny
kyseliny karboxylové a glukoronové, dale N-acetylova skupiny a posledni jsou primérni
a sekundarni hydroxylové skupiny. K modifikaci slouzi velké mnozstvi postupt. Z nich lze
pro karboxylaty pouzit esterifikaci ¢i amidaci. Pro hydroxaly 1ze dosahnout modifikace tieba
etherifikaci a esterifikaci divinylsulfonovym zesitovanim. Pfikladem takto upraveného ma-
terialu je thiol-modifikovany HA. Jeho vysledné vlastnosti spolu s biologickym rozkladem
zavisi na nékolika parametrech. Z nich je mozné jmenovat obsah thiolu v materidlu, procento

thiolové modifikace, po¢ate¢ni molekulovou hmotnost HA atd.!'®
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Modifikované HA hydrogely jsou nasledn¢ integrovany s dalSimi biomaterialy ke zvySeni
adheze bun¢k. Tim lze v praxi zlep$it regeneraci nervii, pro néz jsou vhodné scaffoldy pfi-
pravené smichanim HA s kolagenem. Svymi vlastnostmi jsou tak HA hydrogely vyznam-
nym nastrojem prave pro 1écbu nervovych tkani, zejména se uplatiiuji pro regeneraci mozku
a michy.%* HA je také vyuzivéana v estetické medicing, oftalmologii nebo pii distribuci 1¢-
¢iv,'*kde ma spolu se svymi derivaty velké potencidlni vyuziti. Posledni vyzkumy vyuzivaji
schopnosti HA rozpoznat receptory na povrchu tumoru a uplatiuje se tak v distribuci 1é¢iv
proti rakoviné. HA zde plni roli nosice reagujiciho s ostatnimi latkami za vzniku konjugata.
Tyto konjugéaty maji schopnost fizené¢ho a kontrolovaného uvolnéni 1¢ka. Tim je mozné do-
pravit fadu 1é¢iv na rizna patologicka mista tak, aby bylo dosazeno uvolnéni 1éku v pozado-

vaném ¢ase na uréeném misté.>’
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3 CHARAKTERIZACE KYSELINY HYALURONOVE POMOCI
MIKROSKOPIE ATOMARNICH SIL

3.1 Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomarnich sil (AFM) je metoda umoznujici pozorovat objekty v fadu nano-

metrd. Skenuje povrch objektu a umoznuje vytvorit 3D obraz biologickych struktur, jez za-

hrnuji filmy lipidd, biomolekuly, 2D krystaly proteind, DNA, RNA, atd.*°

a) Laser beam b)
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Obr. 6: a) Schéma AFM, b) Silové piisobeni v AFM méieni®!
Principem metody je pohyb ostrého hrotu nad nebo po povrchu vzorku. Mezi hrotem a vzor-
kem dochézi ke vzniku pfitazlivych nebo odpudivych sil, jejichz piisobeni je sniméano hro-
tem upevnénym na raminku. Velikost silové interakce se projevuje mirou ohybu raminka.
Schéma AFM je uvedeno na Obr 6 a). Na Obr 6 b) je ukdzan priibéh ptsobicich sil a jsou

zde vyznadeny oblasti charakteristické pro rozdilné rezimy skenovani.*?

M¢éteni pomoci AFM je provadéno nejcastéji ve dvou z téchto tiech reziml - kontaktnim
a dynamickém - semikontaktnim. Nevyhodou kontaktniho rezimu je, ze hrot je se vzorkem
neustale v kontaktu a v diisledku ptisobeni odpudivych sil mtize dojit az k poSkozeni vzorku

¢i sondy.

Mezi dynamické rezimy méfeni 1ze zahrnou 1 bezkontaktni. Oba tyto rezimy (semikontaktni
a bezkontaktni) byly vyvinuty za Gc¢elem co nejvice snizit tfeci sily pisobici mezi hrotem

a povrchem vzorku.*?
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3.2 Charakteristika HA pomoci AFM

AFM je metoda poskytujici reprodukovatelné obrazy polysacharidii. Pro jejich uspésné zis-
kani ma dulezitou roli ptiprava vzorku. Pfed tim, nez Ize biologické struktury sledovat v je-
jich nativnim stavu, musi byt polymer uchyceny k pevnému a hladkému substratu. Substrat
musi byt odolny vici laterdlnim sildm vyvijenym skenovacim hrotem. Tuto podminku spl-
nuje slida, jenz je také nejvice pouzivanym substratem. Jedna se o nevodivy mineral tvofeny
vrstevnatou, snadno délitelnou strukturou. Tyto vrstvy lze od sebe oddélit pouzitim napii-
klad lepici pasky, pficemz obnazena vrstva je zaporn€ nabitd. DalSimi vhodnymi substraty
jsou tfeba sklo a oxid kfemicity. Mnozstvi materidli pouzitelnych jako substrat je jedna
z prednosti AFM v porovndni s jinymi metodami. Dal$i vyhodou je naptiklad moznost kon-
troly zobrazovaci sily a jednoducha interpretace ziskanych obrazi. 2°* Pro pozorovani mo-
lekul v nativnim stavu je pfitom zapotiebi jen jednoducha ptiprava vzorku a jeho poskozeni
je minimalni.*

Riiznymi metodami pfipravy a analyzy vzorkd zaméfenych na pozorovani izolovanych mo-
lekul mize AFM poskytovat fadu odliSnych pohledi na konformaci HA. Pouzitim poklepo-
vého rezimu byl ziskat obraz izolovaného prodlouzeného fetézce viditelny na Obr 7. K tomu
byl pouzit extrémné ziedény roztok HA o koncentraci 1-5 pg/ml, ke kterému byl v malé
koncentraci pfidan roztok MgCl,. Jeho ptidani pfisp€lo ke zlepSeni adheze zifedéného roz-
toku HA k povrchu slidy. K tomuto zlepSeni doslo v disledku sniZzenim elektrostatické re-
pulze mezi povrchem slidy a polysacharidem. Pfebyte¢né ionty na povrchu substratu byly
nasledné omytim odstranény a povrch byl osusen proudem dusiku. Tyto kroky vedly k tomu,
ze na povrchu slidy vznikla tenka vrstva absorbovanych plyni a vody. Ve vysledku se pak
HA nachazi ve vice hydratovaném stavu, nez je tomu napiiklad béhem méteni AFM v orga-
nickych roztocich. Takto pfipraveny vzorek nelze snimat kontaktnim reZimem AFM na
vzduchu a to z diivodu, Ze adhezivni sily mezi hrotem a vodou na povrchu vzorku skenovani
znacné komplikuji. Méfeni proto probiha v reZimu semikontaktnim, ktery umoZznuje hrotu

prorazit ptes vrstvu vody a tim ziskat obraz vzorku s vysokym rozliSenim.
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Obr. 7: Obraz natazeného HA Fetézce ziskany poklepovym rezimem AFM na povrchu slidy:
A) Mérena plocha o velikosti 5,1 x 5,1 um a vysce retézce 1,5 nm, B) Obraz retezce se smyckou na
plose o velikosti 5,1 x 5,1 um a vysce fetézce 1,5 nm*

Pokud je n&jakym zpiisobem umoznéna specifickd interakce mezi HA, povrchem a vrstvou
vody, pak mad HA moznost zaujimat fadu molekularnich konformaci. Pozorovany tak mohou

byt formy natazené, relaxované a kondenzované. 3>

Obr. 8: Natazend forma bakteridlni LMWHA ziskdana skenovanim AFM v poklepovém rezimu>®

V nataZzené formé¢ uvedené na Obr. 8, tvoii HA témét linedrni fetézec. K pozorovani této
formy Casto dochazi pti dodrzeni urcitych podminek ptipravy vzorku, vedouci k vynuce-
nému natazeni fetézce HA. Toho je dosazeno silovym piisobenim kapek vody po povrchu
substratu, dochdzi k tzv. molekulové ¢esani. Od molekuly HA by se mohlo oc¢ekavat odra-
zeni od povrchu, ale v disledku dostatecné silnych interakci se utvaii vrstva vody podobna

ledu, ktera tomuto odskoku zabrani.
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Obr. 9: Relaxovand forma HA®
V ptipad¢é deponovani HA na povrch slidy s Cerstvé odstipnutym povrchem, kde byla ptredem
vytvorena vrstvicka vody, se molekula polymeru do vody okamzité ponofi a tvofi se tak
relaxovana forma HA. Pro ni je typickd pfitomnost tsekli Sroubovicového tvaru (Obr. 9),
coz je ve vodném prostfedi konformace s nejmensi energii. Kondenzované formy zaujimaji
tvary podobajici se fad€ perel nebo ty€inek s rliznym stupném kondenzace (Obr. 10). Dlvo-

dem je nizka afinita HA k zaporn€ nabitému povrchu slidy.

Obr. 10: Relaxované a cdstecné kondenzované HA retézce®’

Dale se miize utvaret volné zato¢ena forma HA deponovana na predem vysusenou slidu. Na
rozdil od nataZzené formy neni podrobena takovym silam, aby u ni doslo k natazeni fetézce.
Naopak muze podléhat vyznamné relaxaci a staceni segmenti do smycek, jak 1ze vidét na

Obr. 11.
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Obr. 11: Castecné relaxovand LMWHA na povrchu slidy skenovand semikontaktnim rezimem
AFM?¢
U vodnych roztokiit HMWHA bylo experimentalné prokazéno formovani polymerni sit¢ na
povrchu substratu béhem procesu piipravy vzorku. Distribuce HA ani oka sité¢ na povrchu
substratu nejsou homogenni, na coz neméla vliv koncentrace deponovaného roztoku ani se-
dimentace pted suSenim vzorku. Tuto skute¢nost ukazuje Obr. 12, na snimcich byl semikon-
taktnim modem AFM méfen deponovany roztok HMWHA (2-10° Da) — (a), (b) s koncen-
traci 1 mg/ml a (¢) o koncentraci 0,1 mg/ml. Na snimku (d) bylo pozorovano zvétseni struk-
tury, kde cerné Sipky poukazuji na pfitomné ploché struktury s ptibliznou vyskou 0,3 nm.

Bilé Sipky ukazuji na jednotlivé fetézce.
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Obr. 12: HMWHA (2:10° Da) snimana poklepovym rezimem AFM na povrchu slidy:(a),
o koncentraci 1 mg/ml (b) a 0,1 mg/ml (c), na (d) je zvétSeny snimek struktury HA®®

U vzorkt s nizs$i molekulovou hmotnosti (170 000 a 640 000) nebyl pozorovan vznik sité.
Naopak byly zaznamenany izolované molekuly nebo shluky polymeru. Odlisny byl také tvar
molekuly. Cim krati byly fetézce, tim vétsi byla tendence samovolng vytvatet vétsi agregaty

a ndhodné kruhovité struktury.3¢-38
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

4 MATERIALY A METODY

Cilem prace bylo studium struktury kyseliny hyaluronové imobilizované na povrchu modi-
fikované slidy. K tomu tcelu byly pouzity odlisné ptistupy piipravy roztokit HA o riznych
vychozich hmotnostnich podilech polymeru v roztoku. Pfichystané roztoky byly nasledné
zfedény na nizsi koncentraci a deponovany na povrch slidy modifikované malym mnozstvim
MgCl. Takto ptipravené vzorky byly zobrazovany pomoci mikroskopie atomarnich sil. Zis-

kany byly snimky utvofenych agregatu ¢i sité fetézcti HA.

4.1 Materialy a chemikalie

Pouzit4 byla kyselina hyaluronova o stiedni molekulové hmotnosti 370 kDa zakoupena od
spolecnosti Contipro a.s. v kosmetické kvalité. VSechny roztoky byly pfipraveny rozpuste-
nim v ultracisté vodée (18,2 MQ-cm). Substratem pro AFM méfeni byla slida o rozmérech
10x10 mm typu V-5 od spole¢nosti SPi Supplies modifikovana 0,1M roztokem MgCl,. Mo-
difikacni roztok byl pfipraven rozpusténim MgCl. zakoupenym od spolecnosti SigmaAl-

drich v p.a. Cistoté.

4.2 Priprava roztoka a vzorku HA na povrchu slidy

Byla rozpusténa HA v ultracisté vod¢. Obsah HA v roztoku byl 0,1 hm. %, 0,5 hm. %
a 1 hm. %. Roztoky byly rozpustény na tfepacim zafizeni pii pokojové teploté 23 °C po
dobu 24 hodin. Dalsi roztoky byly pfipravovany na laboratornim magnetickém michadle
s temperovanou ldzni vyhiatou na 46 °C opét 24 hodin. Z vybranych typi tfepanych roztokl
(0,1 hm. % a 1 hm. % HA v roztoku) byly pfipravovany polymerni filmy susenim v labora-
torni susarné pii teploté S0°C po dobu 24 hodin. Byla pouzita susarna znacky Memmert bez
nucené cirkulace vzduchu. Filmy byly solidifikovany na sklenénych Petriho miskach o pri-
méru 11,5 cm (na misky bylo odlévano 47 g roztoku). Takto ptipravené filmy byly opétovné

rozpoustény na puvodni koncentrace 0,1 hm. % a 1 hm. % HA v roztoku.

Poznamka: Veskeré rozpusténé vzorky HA byly pred fedénim a depozici na povrch slidy

uloZeny na 24 hodin do lednice (teplota cca 5 °C)

Posledni cast roztokl byla pfipravovany ve specialni TFFC zatizeni, Obr. 13, vyvinutém na
UFMI, UTB ve Zling.* Jednd se soustavu samostatné pracujicich jednotek umoziujicich

vystavovat polymerni roztoky definovanému teplotnimu spadu. Uprava roztokt v tomto za-
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fizeni probihala v Petriho miskach praméru 11,5 cm (bylo upravovano 47 g roztoku). Roz-
toky obsahujici 0,5 hm. % HA byly ptimo rozpoustény v TFFC zatizeni po dobu 22-24 ho-
din. Roztoky obsahujici 0,1 hm. % nebo 1 hm. % HA byly v prvnim kroku rozpuStény na
ttepacim zafizeni a nasledné upravovany v TFFC zatizeni pod dobu 24 hodin. V TFFC za-
fizeni byly voleny rezimy konstantni teploty 46/46 °C nebo 58/58 °C a rezimy teplotniho
spadu 50/7 °C nebo 60/17 °C.

R—tr—
g 1

2 1
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Obr. 13: TFFC: a) experimentdlni pristroj pro definovanou modifikaci polymernich roztokii,
b) funkcni subjednotka, c) nahled na stiedni ¢ast funkcni subjednotky™

Pted imobilizaci HA na povrch Cerstvé odstipnuté slidy byly veskeré roztoky nafedény na
koncentraci 0,01 hm. % (pokud neni uvedeno jinak). Povrch slidy byl pted depozici HA
modifikovan nanesenim 50 pl 0,1 M vodného roztoku MgCl,, ktery plsobil na povrch
60 sekund. Po uplynuti této doby byl povrch slidy vysusen proudem vzduchu a bylo na n¢j
naneseno 50 pl meéfeného roztoku. Ten byl na substratu ponechan 120 sekund, nez byl opét

osusen proudem vzduchu. Vzorek byl poté pfipraven k méfeni.

4.3 Pouzity mikroskop atomarnich sil a program na vyhodnoceni vy-
sledki
Skenovani vzorki probihalo mikroskopem atoméarnich sil AFM - NTEGRA Prima od spo-

le¢nosti NT-MDT, Obr. 14. Pro méfeni byly pouzity kiemikové sondy NSGO1 s vyskou
hrotu 14-16 pm také od spole¢nosti NT-MDT. Métena plocha vzorku byla 3 x 3 um nebo
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1,5 x 1,5 um s rozliSenim 512 x 512 dpi a rychlosti skenovani v 0,5 Hz. Méfeni byla prova-

déna pfti laboratorni teploté 23°C v prostiedi vzduchu.

Obr. 14: Pouzity mikroskop atomarnich sil NTEGRA Prima
Snimky ziskané pomoci AFM meéteni byly zpracovany v programu Gwyddion verze 2.50.
Jedna se program slouZici k zobrazeni a Gpravé dat z SPM méfeni. Pro dal$i obrazovou ana-
lyzu byl pouzit program Imagel, ve kterém byly analyzovany zachycené struktury HA na

povrchu slidy.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V experimentalni ¢asti prace byly srovnavany rozdilné postupy ptipravy polymernich roz-
toku s ohledem na zménu vzniku charakteristickych agregovanych vrstev HA (hyaluronan
sodny) na povrchu slidy. Byly zkoumany roztoky obsahujici tfi rozdilné hmotnostni podily
HA (0,1 hm. %, 0,5 hm. % a 1 hm. %). Na pfipraveé srovnavanych roztoka se podilely ¢tyti
rozdilné zatizeni (tfepaci zafizeni, michadlo s temperacni lazni, TFFC zafizeni pro generaci
teplotnich spadi a laboratorni susarny bez nucené cirkulace vzduchu). Byly studovéany a nize
diskutovany vlivy teploty rozpousténi, teplotniho spadu, hmotnostniho podilu v roztoku, vi-
cekrokové ptipravy polymerniho roztoku (roztok-film-roztok) a ¢asového vyvoj pfiprave-

nych roztokl (jejich starnuti).

5.1 Roztok HA pripravovany za zvySené teploty michianim

V ramci prvotnich experimentl byly pfipravovany roztoky HA na magnetickém michadle
temperovaném pomoci lazn€ na 46 °C. Charakteristicky vzhled polymerni sité s agregova-
nymi klubky pro tento systém je uveden na Obr. 15.
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Obr. 15: Vzhled imobilizovaného vrstvy HA na povrchu slidy. Zasobni roztok 0,5 hm. % HA ve vodé
byl pripravovan na michadle pii 46°C.
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Poznamka: VétSina skupinovych obrazki je ¢lenéna néasledovné. Vlevo 2D néhled na
zménu povrchového reliéfu, vpravo 3D nahled na povrch. Vlevo dole prahované obrazky
pro polymerni sit’ s agregaty (celkové pokryti) a agregaty. Vpravo dole profilovy fez sttedem

zobrazené plochy.

Kazda plocha namétend pomoci AFM, obsahujici polymerni sit’ a agregované struktury HA,
byla podrobena obrazové analyze. Vysledky z obrazové analyzy jsou uvedeny pod 2D ob-
razkem z AFM. Byly analyzovany dvé proménné. Celkovym pokrytim je zamyslena plocha
obsahujici jak polymerni sit’, tak agregované struktury. Nad polymerni siti byl z AFM dat
proveden fez. To znamend, ze vSechny Castice, které detekujeme tésné na povrchovou poly-
merni siti 1ze povazovat za agregaty klubek HA. Tyto agregaty , kruhového* prifezu byly
podrobeny obrazové analyze a byl z nich vytvofen histogram, viz Obr. 16. Mimo to jsou
vybrané obrazky doplnény o profilové fezy potizené ze sttedu nasnimané plochy, 3D nahle-
dem na povrch snimané plochy a vyhodnoceni statistickych veli¢in vztahujicich se ke zmé-

nam povrchovych nerovnosti.

Z dat uvedenych na Obr. 15 plyne, Ze povrch je pokryt polymerni siti z 28,3 %. Z této hod-
noty zaujimaji agregaty klubek hodnotu pouze 0,6 %. To znamend, Ze na povrchu prevlada

tenka vrstva sitové propojenych polymernich fetézci HA.
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Obr. 16: Rozdeéleni plosnych prirezu agregovanych klubek ve vysce 3,2 az 3,5 nm nad povrchem

slidy pro vzorek prezentovany na Obr. 15.
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5.2 Roztoky pripravované v TFFC zarizeni

5.2.1 Vliv stiedni teploty na zménu vzhledu imobilizované vrstvy HA

V piedeslém piipad¢ byly vzorky pfipravovany na magnetickém michadle v uzaviené tem-
perované lazni. To znamend, ze polymerni systém byl vystaven zvysené teploté a smyko-
vému namdhani michadlem. V nasledujicich experimentech je diskutovan vliv plisobent ji-
ného zpisobu rozpousténi polymerniho roztoku a to ve specidlnim TFFC zatfizeni, které
umoznuje vystavit polymerni systém ucinkiim teplotniho spadu. V piipadé¢ tohoto zafizeni
byly polymerni roztoky rozpoustény v Petriho miskach umisténych mezi topnou a chladici

plochu TFFC zafizeni. Princip funkce tohoto zafizeni uveden v praci A. Minatika a kol.*

Prvni experiment v TFFC zatizeni byl v€novan vlivu stfedni teploty na zménu charakteru
agregovanych struktur na povrchu slidy. Srovnatelné vzorky byly vystaveny teploté
46/46 °C a 58/58 °C. Vysledky porovnavajici tento vliv jsou uvedeny na Obr. 17 a 18.
Z Obr. 18 plyne, ze jedinym faktorem, ktery se vyraznéji méni, je pokryti povrchu polymerni
siti. Vzorky pfipravované pii vyssi teploté jsou polymerni siti kryté o 11% vice. Dale pak

mirné nartista po€et nejmensich agregatt, viz Obr. 17.

Poznamka: Zapis teploty 46/46 °C nebo 58/58 °C znaci teplotu spodni topné plochy (prvni

¢islo pred lomitkem) a horni chladici plochy (druhé ¢islo za lomitkem) v TFFC zafizeni.
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Obr. 17: Rozdeleni plosnych priirezu agregovanych klubek ve vysce 2,0 az 2,3 nm nad povrchem

slidy pro vzorek prezentovany na Obr. 184 a 18B.
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Obr. 18: Vliv stiredni teploty na zmenu vzhledu imobilizované vrstvy HA na povrchu slidy. Zasobni

roztok 0,5 hm. % HA ve vode byl pripravovan v TFFC zaiizeni pii A) 46/46 °C; B) 58/58 °C.
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5.2.2 Vliv velikosti teplotniho spadu na zménu vzhledu imobilizované vrstvy HA

V piedeslé kapitole byl prezentovan vliv stfedni teploty. Vyse uvedené teploty (46/46 °C
a 58/58 °C) byly voleny zamérné tak, aby odpovidaly stfedni teploté v roztoku pii nastave-
ném teplotnim spadu 50/7 °C a 60/17 °C, jehoz vliv je diskutovan v této ¢asti. To znamena,
ze pti teplotni spadu 50/7 °C byla naméfena stiedni teplota roztoku 46 °C a pfi teplotnim

spadu 60/17 °C byla naméfena stiedni teplota v roztoku 58 °C.

Z dat prezentovanych na Obr. 19 a 20 plyne, ze pti vys$im teplotnim spadu 60/17 °C a vyssi
stiedni teploté 58 °C lze pozorovat vétsi pokryti povrchu polymerni siti podobné jako pii
konstantnich teplotnich podminkach 58/58 °C. Z téchto vysledkl by se mohlo zdat, Ze tep-
lotni spad nema vyraznéjsi vliv na zménu formovanych struktur na povrchu slidy. Nicméné
je tieba se podivat na vysku agregovanych polymernich klubek, viz porovnani Obr. 18 a 20.
Z tohoto porovnani plyne, zZe vzorky vystavené uc¢inkiim teplotniho spadu tvofi na povrchu
agregaty polovicni vysky. Vyska agregatu je do 3 nm oproti 6 nm pro systémy pfipravované
pfi konstantnich teplotnich podminkéach. Mimo to se zmensuje primérna velikost agregova-
nych klubek, jak opét plyne z porovnani Obr. 18 a 20, respektive histogramti uvedenych na

Obr. 17 a 19.
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Obr. 19: Rozdeleni plosnych priirezu agregovanych klubek ve vysce 1,3 az 1,5 nm nad povrchem

slidy pro vzorek prezentovany na Obr. 204 a 20B.
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Obr. 20: Vliv velikosti teplotniho spdadu na zmeénu vzhledu imobilizovaného vrstvy HA na povrchu
slidy. Zasobni roztok 0,5 hm. % HA ve vode byl pripravovan v TFFC zarizeni pri A) 50/7 °C,
B) 60/17 °C.
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5.2.3 Vliv hmotnostniho podilu HA v roztoku na zménu vzhledu imobilizované

vrstvy HA rozpusténé pii 50/7 °C a 60/17 °C

Vyse uvedena srovnani byla ziskana z vychozich roztokti obsahujicich srovnatelné mnozstvi
polymeru (0,5 hm. %). V nésledujici ¢asti bude feseno, jaky vliv ma hmotnostni podil poly-
meru v roztoku na zménu agregacni schopnosti HA na povrchu kladné nabité slidy. V ramci
téchto srovnani byly pfipravovany dva typy roztokl obsahujici 0,1 hm. % a 1 hm. % HA
rozpousténé ve vode. Tyto roztoky byly opét vystaveny ucinkiim dvou rozdilnych teplotnich
spadu a to 50/7 °C (stfedni teplota v roztoku 46 °C) a 60/17 °C (stfedni teplota v roztoku
58 °C). Vysledky z téchto experimenti uvedené na Obr. 21 aZ 24 ukazuji, jak podstatnou
proménnou je hmotnostni podil polymeru v roztoku, stfedni teplota a teplotni spad. V pfi-
padé systému s niz§im vychozim hmotnostnim podilem polymeru v roztoku (0,1 hm. %),
pozorujeme na povrchu hustou sitovou strukturu HA bez agregovanych polymernich klu-
bek. S rostoucim teplotnim spadem a stfedni teplotou se vyrazné meéni velikost a vySka ag-
regovanych polymernich klubek a jejich pocet, jak plyne z histogramu uvedeném na Obr. 21.
Mimo to se v pfipad¢ systému s vy$§im hmotnostnim podilem polymeru v roztoku (1 hm. %)
méni mira pokryti povrchu polymerni siti. Pfi vy$§im teplotnim spadu klesa téméf na polo-
vinu. Na Obr. 24 jsou vyobrazeny stejné vzorky jako na Obr. 23, jediny rozdil je v celkovém

zvétseni. Obr. 24 zobrazuji mensi plochu ve vét§im rozliSeni.
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Obr. 21: Rozdéleni plosnych priifezu agregovanych klubek: ve vysce 5,2 az 5,5 nm nad povrchem
slidy pro vzorek prezentovany na Obr. 224 — spad 50/7 °C (vievo), ve vysce 2,0 az 2,3 nm nad povr-
chem slidy pro vzorek prezentovany na Obr. 234 — spad 60/17 °C (vpravo)

Poznamka: V piipad¢ vzorku s obsahem 0,1 hm. % HA na Obr. 23B bylo nezbytné roztok
nafedit na 0,0025 hm. %, z divodu ptiliSného pokryti povrchu polymerem. VSechny ostatni
vzorky byly pfed depozici na povrch fedény, tak aby obsahovaly na 0,01 hm. % HA.
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Obr. 22: Vliv hmotnostniho podilu HA v roztoku na zménu vzhledu imobilizovaného vrstvy HA na

povrchu slidy. Zasobni roztok byl pripravovan v TFFC zafizeni pii 50/7 °C pri hmotnostnim podilu
A) 1 hm. %; B) 0,1 hm. % HA.
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Obr. 23: Vliv hmotnostniho podilu HA v roztoku na zménu vzhledu imobilizovaného vrstvy HA na
povrchu slidy. Zasobni roztok byl pripravovan v TFFC zafizeni pii 60/17 °C pii hmotnostnim podilu
A) 1 hm. %; B) 0,1 hm. % HA. Plochy o rozméru 3 x 3 um.
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Obr. 24: Vliv hmotnostniho podilu HA v roztoku na zménu vzhledu imobilizovaného vrstvy HA na
povrchu slidy. Zasobni roztok byl pripravovan v TFFC zafizeni pii 60/17 °C pii hmotnostnim podilu
A) 1 hm. %; B) 0,1 hm. % HA. Plochy o rozmeéru 1,5 x 1,5 um.
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5.3 Roztok HA pripravovany pri pokojové teploté na tFepacim zarizeni

Z vysledkt uvedenych vyse plyne, ze kromé teplotniho spadu hraje vyznamnou tlohu veli-
kost stfedni teploty v roztoku. Jak moc je tato proménna dulezitd, ukazuje experiment,
v némz byly polymerni roztoky rozpoustény na ttepacim zatizeni pfi pokojové teploté. Vy-
sledky téchto experimentﬁ jsou uvedeny na Obr. 25 a 26. Z téchto srovnani je opét vidét, ze
(23 °C) vznikaji na povrchu pro (1 hm. % HA) nejvice rozlehlé sitové struktury polymernich
fetézcl kryté mensim poctem agregovanych klubek, viz Obr. 26. Struktury imobilizované
z vychozich roztokti obsahujicich 0,1 hm. % HA jsou podobné strukturdm pfipravenym pii

vyssi teploté.
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Obr. 25: Rozdeéleni plosnych prirezu agregovanych klubek ve vysce 2,6 az 2,9 nm nad povrchem
slidy pro vzorek prezentovany na Obr. 26A.
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Obr. 26: Vliv hmotnostniho podilu HA v rozpousténém vodném roztoku na zménu vzhledu imobili-

zovaného vrstvy na povrchu slidy. Zasobni roztoky byly pripravovany na tiepacim zarizeni pri 23°C:

A) 1 hm. %; B) 0,1 hm. % HA ve vode.
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5.4 Vliv doby skladovani roztoki z filmi HA na zménu vzhledu imobili-

zovanych vrstev

Dalsi proménou, kterd byla v ramci experimentalni ¢asti prace studovana, byl vliv starnuti
piipravené polymerniho roztoku. Pro ucely tohoto experimentu byl pfipravovan specialni
systém ,,roztok-film-roztok*. To znamena, ze roztok pouzity pro depozici na povrch byl pfi-
praven z filmu solidifikovaného pii 50 °C do podoby filmu. Pro odlévani filmu byl pouzit
roztok tfepany pii pokojové teploté po dobu 22 hodin. I v tomto ptipadé byly porovnavany
dva systémy lisici se hmotnostnim podilem polymeru v roztoku. Na Obr. 27 jsou uvedeny
3D nahledy na imobilizovanou sit’ polymernich fetézct a klubek HA spolu s profilovymi
fezy. Na Obr. 28 lze pozorovat vyvoj povrchovych struktur s dobou skladovani roztoku

v lednici pti 5-7 °C.
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Obr. 27: Vzhledu imobilizovaného vrstvy HA na povrchu slidy z roztoku pripravenych prostrednic-
tvim solidifikovanych filmu. Zasobni roztoky z filmi solidifikovanych z roztokii o hmotnostnim po-
dilu HA ve vode: A) 1 hm. % a B) 0,1 hm. %. Nahore 3D nahled na povrch vzorkii druhy den od

rozpusteni filmit. Dole profilové Fezy ze stiedu vyobrazenych ploch.
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Na Obr. 28 muzeme pozorovat postupné rozpadani agregovanych polymernich klubek ve
prospéch plosné sitové struktury fetézcti HA tieti a ¢tvrty den. Z Obr. 28 a 29 plyne, Ze klesa
pocet malych agregovanych shlukl klubek. Na misto toho vznikaji vétsi agregované celky
v mensi poctu. Povrchy byly pfipravovany tak, ze prvotné rozpustény polymer byl skladovan

4 dny v lednici a v danych ¢asovych intervalech byly odebirany vzorky roztoku.

Stari vzorku: 2 dny 3 dny 4 dny
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Obr. 28: Zmény vzhledu imobilizovaného vrstvy HA na povrchu slidy v Case pro roztok pripraveny
z filmu solidifikovaného z 1 hm. % HA. Polymer deponovan na povrch slidy: A) 2 den; B) 3 den;
C) 4 den po rozpusteni. Nahore 2D nahled na zménu povrchoveho reliéfu. Dole ve sloupcich praho-

vané obrazky pro polymerni sit' s agregaty (celkové pokryti) a agregaty.
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Obr. 29: Rozdéleni plosnych priirezu agregovanych klubek ve vysce 1,5 az 1,8 nm nad povr-

chem slidy pro vzorek prezentovany na Obr. 28.
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Obr. 30: Zmény vzhledu imobilizovaného vrstvy HA na povrchu slidy v ¢ase pro roztok pripraveny
2 filmu solidifikovaného z 0,1 hm. % HA. Polymer deponovan na povrch slidy: A) 2 den; B) 3 den;
C) 4 den po rozpusteni. Nahore 2D ndhled na zménu povrchového reliéfu. Dole ve sloupcich pra-
hované obrazky pro polymerni sit's agregaty (celkové pokryti). V pripade tohoto typu vzorku ne-

vznikaly Zadné agregaty, proto zde nebyla provadéna obrazova analyza.
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Stejné jako pro systém obsahujici 1 hm. % HA ve vychozim roztoku, Obr. 28, 1ze v pfipadé
vzorkd obsahujicich pouze 0,1 hm. % HA pozorovat ne pfili§ vyrazny rozpad sitové struk-
tury HA, ktery se projevuje piedevsim v poklesu vysky zaznamenanych polymernich fe-

tézcu, viz Obr. 30.

5.5 Porovnani rozdilnych pfistupa pripravy polymerniho roztoku HA

V prvnim souhrnu, viz Obr. 31 jsou porovnavany rozdilné pfistupy polymerniho roztoku
obsahujiciho 0,5 hm. % HA. Z tohoto pozorovani plyne, ze pies srovnatelnou stfedni teplotu
roztoku se zménou zpusobu pfipravy roztoku méni zejména pocet agregatu a jejich vyska.

Podrobné rozdéleni poctu agregatl podle jejich priméru je uvedeno na Obr. 32.

Michéni 46°C TFFC 46/46°C TFFC 50/7°C (stfedni 46°C)

Celkové pokryti: 28,3 % Celkové pokryti: 23 % Celkove pokryti: 22 %
Pokryti agregaty: 0,6 % Pokryti agregaty: 7 % Pokryti agregaty: 4 %

Pokryti pouze siti: 27,7 % Pokryti pouze siti 16 % Pokryti pouze siti 18 %
Vyska agregatii: 6 nm Vyska agregati: 6 nm Vyska agregati: 2,5 nm
Celkovy pocet agregatii: 6 Celkovy pocet agregati: 191 Celkovy pocet agregatii: 265

Obr. 31: Souhrnné srovnani viiv rozdilnych zpisobit pripravy na zménu vzhledu imobilizovaného
vrstvy HA na povrchu slidy. Srovndvané vzorky obsahovaly 0,5 hm. % HA a byly rozpoustén pri
srovnatelné stifedni teploté roztoku 46 °C na: A) michadle; B) v TFFC zafizeni na 46/46 °C;
C) v TFFC zaiizeni na 50/7 °C (stiedni teplota 46°C). Zobrazené obrazky pomoci AFM - 2D ndhled

na zmeénu povrchového reliéfu. Data uvedenad pod obrdzky byly ziskany z obrazové analyzy.
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Obr. 32: Rozdeéleni plosnych prifezu agregovanych klubek ve vysce 3,2 az 3,5 nm nad povrchem

slidy pro vzorek prezentovany na Obr. 31.

V druhém souhrnu vysledki jsou srovnavany systémy obsahujici shodné mnozstvi polymeru

v zésobnim roztoku (1 hm. %), viz Obr. 33 a 34. Proménou v tomto srovnani jsou stfedni

teploty, velikosti teplotnich spada a pfipadné mezikroky ptipravy roztoki pres filmy. Tyto

vysledky opét jasné ukazuji, jak vyznamny vliv maji tyto proménné na zménu agregacnich

schopnosti HA na povrchu kladn¢ nabité slidy.
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Obr. 33: Rozdeleni plosnych priirezu agregovanych klubek ve vysce 2 az 5 nm nad povrchem slidy

pro vzorek prezentovany na Obr. 34.
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Trepani pri 23°C
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Pokryti agregaty: 4,8 %
Pokryti pouze siti 33,9 %

Vyska agregati: 9 nm

Celkovy pocet agregatii:

Celkové pokryti: 23,8 %
Pokryti agregaty: 10,2 %
Pokryti pouze siti 13,6 %

Vyska agregati: 6 nm
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Pokryti agregaty: 7 %
Pokryti pouze siti 11,5 %
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Obr. 34: Souhrnné srovnani vlivu rozdilnych pristupii pripravy polymerniho roztoku na zménu

vzhledu imobilizované HA na povrchu slidy. VSechny vzorky obsahovaly 1 hm. % HA ve vodném

roztoku pred Fedénim a depozici na povrch slidy.
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ZAVER
Byl studovan vliv rozdilnych pfistupi piipravy polymernich roztokl na agregacni schopnost

HA na povrchu kladné nabité slidy. Zkouman byl vliv teploty, teplotniho spadu, hmotnost-
niho podilu polymeru a doby skladovéni roztokti HA.

Vzorky ptipravované za vyssi teploty na michadle se vyznacuji zvySenou schopnosti pokry-
vat povrch slidy polymerni siti. V piipad¢€ té€chto systémul pozorujeme minimalni mnozstvi

agregovanych struktur.

Systémy piipravované v TFFC zatizeni pti vyssi konstantni teploté (58 °C) obsahuji vice
mensich agregovanych struktur a jsou vice kryty polymerni siti oproti vzorkiim pfipravova-
nym pii nizsi teploté (46 °C).

Vystaveni (0,5 hm. %) roztoku HA G¢inkiim teplotniho spadu (50/7 °C a 60/17 °C) v pri-
behu rozpousténi ma za nasledek pokles ve vysce a priméru agregovanych klube na povrchu
slidy. Mira pokryti povrchu sitovou strukturou izolovanych fetézctit HA se v tomto piipadé
vyrazné neméni a odpovida systémil pfipravovanym pfi za konstantnich teplotnich podmi-

nek v TFFC zafizeni.

Z experimentll vénovanych vlivu hmotnostniho podilu polymeru na agregacni schopnosti
HA na povrchu kladné nabité slidy vyplynulo, Ze tato proménnd ma zasadni vliv na typ
roztoku (0,1 hm. %) tvoii tenké polymerni sit¢ bez agregovanych polymernich klubek. Za-
timco systémy s nejvyS$im hmotnostni podilem polymeru v roztoku (1 hm. %) tvofi stfedné
hustou sit’ polymernich fetézcii s vysokym obsahem agregovanych polymernich klubek. Ve-
likost téchto struktur je mimo jiné zavisla na velikosti teplotniho spadu a stiedni teploty jak

bylo zminéno vyse.

V piipadé€ pfipravy studovanych roztoku pfes mezikrok tvorby filmu, 1ze na srovnévanych
systémech pozorovat podobné¢ struktury jako v pfipad¢ systému vystavenych teplotnim spa-
dim. Vysledky vénované vlivu starnuti na agregacni schopnosti HA ukdzaly, Ze bez ohledu
na hmotnostni podil polymeru se studovany systém v ¢ase vyviji. Méni se pocet agregova-

nych struktur, plocha pokryti povrchu siti HA a vySka zaznamenavanych agregati a siti.
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Zavére€na srovnani ukdzala, jaky vliv méji rozdilné pfistupy ptipravy na polymerni roztoky
s danym hmotnostnim podilem HA. Vystaveni systému rozdilnym u¢inkiim smykového na-
mahani ma za nasledek vznik rozdilného poctu a velikosti agregovanych klubek HA na tukor

jejich tenkych polymernich siti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DNA Deoxyribonukleova kyselina

RNA Ribonukleova kyselina

HA Kyselina hyaluronova (hyaluronan sodny, hyaluronan)
NMR Nuklearni magneticka rezonance

HMWHA Vysokomolekuldrni kyselina hyaluronova
LMWHA Nizkomolekularni kyselina hyaluronova
FRAP Obnoveni fluorescence po fotovybéleni

FA-HA Hyaluronan oznaceny fluorescein aminem

AFM Mikroskopie atomarnich sil
SPM Mikroskopie skenujici sondou
Ra Stfedni drsnost

Rz Stredni nejvyssi vyska profilu
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