Charakterizace polymernich vrstev pomoci AFM

Petr Mérka

Bakalarska prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2013 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav fyziky a mater. inZzenyrstvi
akademicky rok: 2012/2013

ZADANIi BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni: Petr MERKA

Osobni ¢&islo: T10619

Studijni program:  B2808 Chemie a technologie materialii

Studijni obor: Chemie a technologie materiald

Forma studia: prezenéni

Téma prace: Charakterizace polymernich vrstev pomoci AFM
Zasady pro vypracovani:

. Vypracujte reSer3i na zadané téma s vyuiitim doporuéené literatury
a databazovych informaénich zdroji.

. Optimalizujte proces pfipravy polymernich vrstev na atomarné rovnych povrsich.

. Pfipravené vrstvy a povrchy s imobilizovanymi polymernimi éasticemi
charakterizujte pomoci Mikroskopie atomarnich sil (AFM).

. Ziskané zéznamy z AFM podrobte obrazové analyze.

. Vsechny ziskané vysledky pfehledné diskutujte a srovnejte v zavéreénych
kapitolach diplomové prace.



Rozsah bakaléfské prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovéni bakaléfské prace: tisténa

Seznam odborné literatury:

1. Mironov, V.L.: Fundamentals of Scanning Probe Microscopy, The Russian
Academy of Science, Nizhniy Novgorod, 2004,

2. Temenoff, J.S.: Biomaterials: The Intersection of Biology and Materials Science,
Rice University, 2009, ISBN-13: 9780130097101.

3. Brundle, C. R., Evans, Ch. A. jr. Wilson, S.: Encyklopedia of materials
characterization, surfaces, interface, thin films. Elsevier, 1992. ISBN
0-7506-9168-9.

4. Wagner, P.: Inmobilization strategies for biological scanning probe microscopy,
FEBS Letters 430, p. 112-115, 1998.

Vedouci bakalafské prace: Ing. Antonin Minafik, Ph.D.
Ustav fyziky a mater. inzenyrstvi
Datum zadani bakalafské prace: 8. unora 2013

Termin odevzdani bakalafské prace:  24. kvétna 2013

Ve Zlin& dne 11. Ginora 2013

LS. 7 /y / é
doc. Jhg. Rom&n Cermak, Ph.D. ’Mgr Ales’ﬂrécek Ph.D:
dékan //dﬂd tstavu



Piijmeni a jméno: ...........ooiiiiiiiiii Obor: .o.oviviiiien

PROHLASENI
Prohlasuji, ze

*  beru na védomi, ze odevzdanim diplomové/bakaléaiské prace souhlasim se zveiejnénim
své prace podle zdkona ¢. 111/1998 Sb. o vysokych skolach a o zméné a doplnéni dal-
Sich zédkonl (zdkon o vysokych Skolach), ve znéni pozdéjsich pravnich piedpist, bez
ohledu na vysledek obhajoby ”;

*  beru na védomi, Zze diplomové/bakalaiska prace bude ulozena v elektronické podob¢ v
univerzitnim informaénim systému dostupna k nahlédnuti, ze jeden vytisk diplomo-
vé/bakalafské prace bude uloZen na ptisluSném ustavu Fakulty technologické UTB ve
Zliné a jeden vytisk bude ulozen u vedouciho prace;

* byl/a jsem sezndmen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakaléiskou praci se plné vztahu-
je zakon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autor-
skym a o zméné nékterych zakoni (autorsky zakon) ve znéni pozdéjSich pravnich
predpisi, zejm. § 35 odst. 3 7;

+  beru na védomi, ze podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zakona ma UTB ve Zling pravo na
uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti Skolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského za-
kona;

«  Dberu na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uzit své dilo — diplomo-
vou/bakaléfskou praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuZiti jen s ptedchozim pi-
semnym souhlasem Univerzity TomaSe Bati ve Zliné, ktera je opravnéna v takovém
ptfipadé¢ ode mne pozadovat pfiméfeny piispévek na thradu nakladi, které byly Uni-
verzitou TomaSe Bati ve Zlin€ na vytvoreni dila vynaloZeny (az do jejich skute¢né vy-
Se);

* beru na védomi, ze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalaiské prace vyuzito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomése Bati ve Zlin¢€ nebo jinymi subjekty pouze
ke studijnim a vyzkumnym ucelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuZiti), nelze vy-
sledky diplomové/bakalaiské prace vyuzit ke komerénim Gceltim;

*  beru na védomi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalaiské prace jakykoliv softwa-
rovy produkt, povazuji se za soucast prace rovnéz i zdrojové koédy, popi. soubory, ze
kterych se projekt sklada. Neodevzdani této soucasti mize byt divodem k neobhajeni
préce.

Ve Zling ...................



Y zGkon €& 111/1998 Sb. o vysokych skoldch a o zméné a dopinéni dalSich zékonu (zdkon o vysokych skoldch), ve znéni pozdéjsich prdv-
nich predpisd, § 47 Zverejriovdni zdaveérecnych praci:

(1) Vysokd skola nevydélecné zverejriuje disertacni, diplomové, bakaldrské a rigorézni prdce, u kterych probéhla obhajoba, vietné
posudku oponenti a vysledku obhajoby prostrednictvim databdze kvalifikacnich praci, kterou spravuje. Zplisob zverejnéni stanovi
vnitfni predpis vysoké skoly.

(2) Disertacni, diplomové, bakaldrské a rigordzni prdace odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dnd
pred kondnim obhajoby zverejnény k nahliZeni verejnosti v misté urceném vnitinim predpisem vysoké skoly nebo neni-li tak urceno,
v misté pracovisté vysoké skoly, kde se md konat obhajoba prdce. KaZdy si miZe ze zverejnéné prdce porizovat na své ndklady vypisy,
opisy nebo rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdce autor souhlasi se zverejnénim své prdce podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

% zGkon €& 121/2000 Sb. o prdvu autorském, o prdvech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné nékterych zakond (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich pravnich predpisd, § 35 odst. 3:

(3) Do prdva autorského také nezasahuje Skola nebo Skolské Ci vzdéldvaci zarizeni, uZije-li nikoli za ucelem pfimého nebo nepfimého
hospoddrského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k viastni potrebé dilo vytvorené Zdkem nebo studentem ke splnéni skolnich
nebo studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho pravniho vztahu ke Skole nebo Skolskému ¢i vzdéldvaciho zarizeni (Skolni dilo).

% zdkon €& 121/2000 Sh. o prdvu autorském, o prdvech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné nékterych zdkond (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich prdvnich predpist, § 60 Skolni dilo:

(1) Skola nebo skolské ¢i vzdéldvaci zafizeni maji za obvyklych podminek prdvo na uzavreni licenéni smlouvy o uZiti $kolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-li autor takového dila udélit svoleni bez vdzného divodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu
jeho vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 ziistdvd nedotceno.

(2) Neni-li sjedndno jinak, miaZe autor skolniho dila své dilo uZit ¢i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s oprdvnénymi zdjmy
$koly nebo skolského &i vzdéldvaciho zafizeni.Skola nebo skolské & vzdéldvaci zafizeni jsou oprdvnény poZadovat, aby jim autor skolniho
dila z vydélku jim dosaZeného v souvislosti s uZitim dila ¢i poskytnutim licence podle odstavce 2 pfimérené prispél na thradu ndkladd,
které na vytvoreni dila vynaloZily, a to podle okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pfitom se prihlédne k vysi vydélku dosaZeného skolou
nebo Skolskym ¢i vzdéldvacim zarizenim z uZiti Skolniho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

V této praci byly studovany moznosti imobilizace polymernich fetézcti a klubek hyaluro-
nanu sodného (HA) na atomarné rovném povrchu slidy pomoci mikroskopie atomarnich sil
— AFM. Zkoumanymi parametry byly stfedni molekulova hmotnost pouzitého polymeru,
jeho koncentrace v roztoku, povrchovy ndboj slidy, ¢as depozice roztoku na povrchu slidy,
naslednost jednotlivych krokt celého procesu. Z vysledkti vyplynulo, ze za optimalnich
podminek nastaveni jednotlivych parametri roztoku a vlastnosti povrchu lze pfipravit rtz-
n¢ strukturované polymerni monovstvy na povrchu slidy. Tyto vrstvy obsahuji, zejména
pii vys$si vychozi koncentraci polymeru v roztoku, vzajemné propojenou sit’ agregovanych

klubek a fetézca HA.

Klic¢ova slova: povrchy, polymerni vrstvy, mikroskopie atomarni sil, fyzikalni adsorbce,

hyaluronan sodny

ABSTRACT

In this work were studied options for immobilization of polymer chains and coils of the
hyaluronan sodium (HA) on atomic flat mica surface by atomic force mikroskopy — AFM.
Observed parameters were these: molecular weight of used polymer, concentration of po-
lymer solution, surface charge of mica, deposition time on mica surface, continuality of
individual process steps. From results included that so with optimal condition setup of in-
dividual parameters of solution and properties of surface is possible to prepare different
structures of polymer monolayers on mica surface. These layers contain interconnected
network of aggregated coils and chains, mainly at higher concentrations of polymer solu-

tion.

Keywords: surfaces, polymer layers, atomic force microscopy, physical adsorbtion , hyalu-

ronan sodium
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UvVOD

Diky technologickym pokrokiim ve vSech oblastech védy se nam nabizi stale nové moz-
nosti zkoumani svéta kolem nas. Zvlasté s rozvojem nanotechnologii roste potieba zkou-
mat objekty na tirovni molekul a atomil. Dalo by se spiSe fici, Ze moznost zkoumani tak

malych objektl je nutnou podminkou pro rozvoj nanotechnologii.

Nanotechnologie zacinaji mit v dnesni dobé Siroké vyuziti v mnoha rozli¢nych oborech
lidské ¢innosti, jako jsou napiiklad: elektronika, bionika, medicina, genetika, textilni pri-
mysl, armadni priimysl, kosmicky vyzkum, a tam kde zatim nemaji, jisté brzy své uplatné-
ni najdou. Nanotechnologie se postupné stavaji neodmyslitelnou souc¢ésti nasich zivott a to
zejména v podob¢ produktt, které ndm usnadnuji zivot. Nutno dodat, ze nelze poukazovat
pouze na pozitivni stranku nanotechnologii, ale nutno brat i stinnou stranku nanotechnolo-
gii, respektive nanocéstic, které mohou snadno difundovat pfes bunééné membrany

a nepiiznive plisobit na naSe zdravi a zivotni prostiedi.

Rozvoj nanotechnologii zacal zejména s objevenim a rozvojem specidlnich zobrazovacich
a charakterizacnich technik jako jsou EM (elektronova mikroskopie) a SPM (mikroskopie

skenujici sondou).

Hlavnim cilem této prace je optimalizovat proces nespecifické imobilizace biopolymernich
systémt (kyseliny hyaluronové) na atomarné rovném povrchu slidy s naslednou charakte-

rizaci pomoci Mikroskopie atomarnich sil, jenz spadd mezi vySe zmiflované techniky SPM.
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I. TEORETICKA CAST
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1 MIKROSKOPIE SKENUJICI SONDOU - SPM

Mikroskopie skenujici sondou (Scanning Probe Microscopy) je soubor mikroskopickych
technik, vyuzivajicich tésného pfiblizeni méfici sondy ke vzorku — pracuji v oblasti blizké-
ho pole (pro optické metody velikost oblasti je mensi nez ptislusna vinova délka). Tak ma-
14 vzdélenost dovoluje dosahnout rozliseni pod tzv. difrakéni mezi, kterd je srovnatelna
s vlnovou délkou, ovSem za cenu ziskani pouze lokalni informace o vzorku. Pro charakte-
rizaci celého povrchu vzorku je nutno provadét postupna métfeni ve vice bodech — skeno-
vani sondou nad vzorkem. Metody poskytuji trojrozmérny obraz v piimém prostoru, na
rozdil od tfeba difrakénich technik nebo elektronové mikroskopie s vysokym rozliSenim.
Velka blizkost sondy a vzorku umoziluje sniZzeni energie ur¢ené k méfeni a tim sniZeni
energetického zatizeni vzorku (zvlasté v porovnani s elektronovou mikroskopii). Naopak,
uvedena vzdalenost klade naroky na mechanickou stabilitu a fizeni pohybu, protoze muze
dojit k mechanickému poskozeni vzorku (i to 1ze vyuzit, konkrétné k vytvareni nanostruk-
tur az na urovni jednotlivych atomu). Metoda umoziiuje zobrazovat vyiezy vzorku ve veli-
kostech od stovek mikrometru do jednotek nanometru, pro nejmensi oblasti az se subato-
marnim rozliSenim. Z principu metody vyplyva rizné rozliseni v roviné skenovani (po-
vrchu vzorku) a ve sméru k ni kolmém (oznacovaném jako osa z). Prvni z nich je ddno
predevsim velikosti sondy a méficich rozestupu, druhé zavisi na charakteru interakce a
mechanické stabilité¢ mikroskopu. V nejlepsich piipadech dosahuji rozliSeni hodnot setin az
tisicin nanometru. VétSina metod vSak dovoluje urceni parametru pouze povrchovych nebo
tésné podpovrchovych vrstev, nepracuji v transmisnim reZimu. Techniky SPM tedy vhodné
prekryvaji rozsahy dosaZitelné pomoci optické a elektronové mikroskopie, ¢ehoz je mozno
vyuzit k jejich vzdjemnym kombinacim. Orientace polohy na vzorku se ¢asto dosahuje
pouzitim optického systému (se zvétSenim asi 100x), naopak mikroskop se skenujici son-
dou je mozno zabudovat do prostoru elektronového mikroskopu. Malé rozméry umoziuji
rovnéz zabudovani do rGznych aparatur pro vytvafeni a pfipravu vrstev (napafovani, epita-
xe apod.) Technika SPM nemusi byt pouze zobrazovaci, ale lze ji pouzit i k modifikaci
povrchu az na atomarni skéle. Lze provadét litografické zpracovani, mechanické odstrano-
vani, manipulace s molekulami 1 jednotlivymi atomy. Pro védecké studium téchto mecha-
nismu je zvlast’ vyhodnd moznost pietvaret i zobrazovat jednim zafizenim, bez nutnosti

pfenosu vzorku.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

Razné odnoze SPM nasly uplatnéni predevsim ve fyzice povrchii (prvni vyznamnou apli-
kaci bylo ur¢eni zptisobu rekonstrukce povrchu kiemiku), ale i v biologii (studium na zi-
vych bunkéach), pfi studiu praskovych nanocastic nebo v technologii testovani integrova-
nych obvodu. Velké nadéje jsou rovnéz vkladany do pouziti SPM v zdznamové technice,

ktera umozni né¢kolikanasobné zvétsit hustotu dat oproti sou¢asnym magnetickym médiim.

[1]1 2] [3]

1.1 Historie SPM

Mikroskopie skenujici sondou prosla nékolika ruzné aktivnimi vvvojovvmi fazemi:

e Historie metod v blizkém poli sah4 do roku 1928, kdy Synge poprvé zavedl princip
skenovani ostrym sklenénym hrotem velmi blizko povrchu tak, aby se svétlo pred
priachodem vzorkem nestacilo lateraln¢ rozsifit, ¢imz se odstrani zavislost na vlno-
vé délce svétla. Navrh vSak zlstal bez povSimnuti, protoze tehdejsi stav technologii
neumozioval realizaci méteni.

e Pan O'Keefe v roce 1956 znovuobjevil pfedchozi teoreticky princip skenovani.

e Experimentalni ovéfeni rozliSeni pod vinovou mezi s mikrovlnami o A = 3 c¢m, roz-
liSeni 150 pm provedl pan Ash v roce 1972.

e V ten samy rok 1972 doslo k Sestrojeni Topografineru panem Youngem, pfistroje,
ktery pracuje v emisnim rezimu, mapuje topografii vodivych vzorki s rozliSenim
3 nm vertikdln€ a 400 nm horizontaln¢ ve vzdalenosti 100nm nad povrchem. Takeé
doslo k nastinéni moZnosti vyuziti tunelového jevu pro lepsi rozliSeni. Atomarniho
rozliSeni vSak nebylo dosaZeno diky vzniklym problémim z divodu zna¢né nesta-
bility vzdalenosti hrotu od povrchu, které se nepodafilo vytesit.

e Roku 1981 byla vyvinuta v laboratofich IBM v Curychu pracovniky Gerdem
Binnigem a Henrichem Rohrerem technika STM (Scanning Tunneling Microscopy
= Skenovaci tunelovaci Mikroskopie). Princip této techniky je zalozen na po-
znatcich kvantové fyziky a tzv. tunelovacim jevu. Za tento jejich objev jim byla v
roce 1986 udelena Nobelova cena. Je to jedna z mala metod, ktera je schopna po-
skytnout az atomarni rozliSeni, pficemz je zaroven vcelku jednoducha. Pfistroj pra-
cuje ve vakuu, vibrace jsou tlumeny magnetickou levitaci, je pouZzita zpétna vazba a
piezoelektrické pohybové Cleny.

e Jen do roku 1990 bylo od STM odvozeno vice jak 20 novych technik, které spadaji
do SPM (AFM, MFM, EFM, SCM, LFM, atd...) [2]
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1.2 Prehled SPM technik

1.2.1 STM - Rastrovaci tunelova mikroskopie

Historicky prvni metodou ze skupiny SPM aplikaci byla aplikace STM. Jeji funkce je zalo-
Zena na tom, Ze elektricky vodiva sonda je umisténa do velmi malé vzdalenosti k povrchu
vodivého vzorku. Vzdalenost mezi sondou a povrchem je fadové 10” nm. Tato metoda je
zaloZena na poznatcich kvantové fyziky, po nichz existuje nenulova pravdépodobnost pri-
chodu elektronii energetickou bariérou, tj. dochdzi k tzv. tunelovani. Bariéra je vytvoiena
prostorem, ve kterém dochazi k parcidlnimu piekryti vinovych funkei atomu na Spicce hro-
tu a atom povrchu. Z vyse uvedeného plyne, ze po pfiloZzeni napéti mezi vzorek a ostry
hrot s teoreticky jednim atomem na jeho vrcholu mizeme méfit tunelovaci proud, viz

Obrazek 1

a}makruskupicléézméﬁtku: b) atomové meritko :
4 @ atomy
tunelovaci smér 4 2
napéti skenovani
L @
ey

r@x

atomy vzurkue

vzorek

Obrazek 1: Princip STM [19]

Pro tunelovy proud I pak plati:

d
[ =aUe ?% (1)

V této rovnici (1) je U napéti mezi hrotem a povrchem vzorku, ® energeticka vyska barié-

ry, kteréd je zavisla na materidlu, ze kterého je vyroben hrot a materidlu, z n¢hoz je tvofen

vzorek. Proménna d je vzdalenost hrotu a povrchu vzorku, a a b jsou konstanty.
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Z tohoto vztahu mtize byt patrné, ze tunelovy proud, ktery je vyjadienim pravdépodobnos-
ti prechodu elektronil, se méni vzdalenosti hrotu od povrchu vzorku a také zavisi na napéti
mezi vodivym hrotem a povrchem vodivého vzorku. Velikost tunelového proudu muze byt
ovlivnéna také nerovnomérnym obsazenim energetickych hladin. To znamené existenci
prazdnych energetickych hladin v blizkosti Fermiho hladiny, tim pddem neni obraz po-
vrchu vzorku pfimo dan topografii vzorku, ale rozlozenim vinovych funkci atomti. Méteny
signal muze byt dvojiho druhu, podle toho v jakém rezimu meéteni probiha. V rezimu kon-
stantni vysky se udrzuje konstantni hodnota vysky sondy nad povrchem a méfi se velikost
tunelového proudu. Diky tomuto rezimu mizeme snimat obraz pomérné rychle, neni totiz
nutné pohybovat vzorkem, ale je méné presny, protoze pii velkych vzdalenostech mezi
hrotem a povrchem se proud dostane pod dobfe métitelnou troven. V rezimu s konstant-
nim proudem se udrzuje stald Groven tunelového proudu pomoci zpétné vazby. Tento re-

Zim sice pomaly, zato ndm ale umozni sledovat vetsi zmény profilu povrchu. [1]

fotodetektor

laserova dioda

laserowy
paprsek

nosnik s hrotem

piezoelektricky skener

Obrazek 2: Princip funkce detekcniho zarizeni AFM.

1.2.2  AFM - Mikroskopie atomarnich sil

Pomoci mikroskopie atomarnich sil je na povrchu vzorku mapovéno rozlozeni atomarnich
sil, které jsou vyvolany velmi tésnym ptiblizenim hrotu k povrchu. Tim vzniké bud pfitaz-
Detekénim zatfizenim je toto ohnuti sniméano. S pomoci této metody miZzeme studovat jak

vodivé, tak 1 nevodivé vzorky.
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Detekéni zatizeni je zhotoveno zpravidla z laserové diody a fotodetektoru. Laserova dioda
mifi laserovym paprskem na $pi¢ku nosniku, odrazeny paprsek dopada na citlivy fotode-
tektor, rozdéleny na Ctyfi ¢asti (kvadranty). Ohyb nosniku se projevuje posunutim odraze-
né stopy laserového paprsku po kvadrantech plochy fotodetektoru, energie v jednotlivych
kvadrantech tim padem jiz nebudou stejné. Z velikosti jejich energii 1ze urcit vychyleni
nosniku. Také kromé vychylky nosniku ve vertikdlnim sméru Ize detekovat pohyb skvrny
v horizontadlnim sméru a tim urcit zkrut nosniku. Kdyz je hrot v tésné blizkosti povrchu
pusobi na n¢j hlavné kratkodosahové odpudivé sily, které jsou elektrostatického ptivo-

du, nebo dlouhodosahové pfitazlivé van der Waalsovy sily.

sila

kontaktni reZim
oblast odpudivych sil

ro vzdalenost r

bezkontaktni reZim
oblast pritazlivych sil

Obrazek 3: Graf zavislosti celkové sily na vzdalenosti hrotu od povrchu v kontaktnim a

bezkontaktnim rezimu.

Vztah pro vypocet sil mezi koncovym (vrchnim) atomem hrotu a povrchem vzorku existu-
je presny kvantové-mechanicky vypocet, ktery je hodné slozity. Pro jednoduchost si vysta-
¢ime s grafem zavislosti celkové sily na vzdalenosti hrotu od povrchu, viz Obrazek 3. Na
kiivce jsou vyznaCeny Useky charakteristické pro kontaktni a bezkontaktni rezimy mikro-
skopu atomarni sily. V kontaktnim rezimu je vzdalenost hrotu mala a vysledna odpudiva
sila vychyluje nosnik od povrchu. JestliZze bude tuhost nosniku mensi nez efektivni tuhost
drzici pohromadé atomy povrchu, pak I1ze ohyb nosniku pouZzit k méteni. Jestlize bude tu-
host nosniku vétsi, nosnik se nehne a muze zpiisobit poSkozeni vzorku. Na ohyb nosniku

maji vliv rovnéz sily, které brani kvalitnimu zobrazeni povrchu vzorku.
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Mezi né patii zejména kapildrni sily, které mohou vznikat v kapickach na povrchu zkon-
denzované vody. Dalsi veli¢inou, kterou je nezbytné brat v ivahu je vlastni pruznost ra-

ménka.

Kontaktni rezim AFM muzeme provozovat v rezimu konstantni vysky, kdy je udrzovana

konstantni hodnota vysky skeneru z, pficemz se méfi se ohyb raménka.

Druhym rezimem AFM je rezim konstantni sily, kde udrzujeme konstantni ohyb raménka
a posouva se s hrotem nebo se vzorkem ve sméru osy z. Tento zplisob skenovani vzorku je
pouzivan Castéji, jelikoz se 1épe vyhneme zavislosti prohnuti raménka na kapilarnich silach

a nemuze dojit k poSkozeni vzorku nebo sondy.

V bezdotykovém rezimu udrzujeme vzdalenost mezi vzorkem a hrotem ve strmé (vzestup-
né) Casti zavislosti, viz Obrazek 3. V této Casti pisobi van der Waalsovy sily, které maji
tadové velikost 107 N, pii vzdalenosti desitek aZ stovek nm. Hlavni vyhodou této metody
je to, ze métime bez mechanického kontaktu a to ndm umoziuje métit i mekké a elastické
vzorky. Pii bezdotykovém rezimu je hrot ke vzorku pfitahovan. Pfi téchto vzdalenostech
pusobi na nosnik malé sily, ohyb nosniku je velmi maly a proto je i méfici signdl velmi
slaby. Zejména z téchto diivodi se voli métici rezim, kdy je cely nosnik rozkmitavan bliz-
ko své rezonan¢ni frekvence s amplitudou o velikosti v jednotach nm. Méfenou veli¢inou,
ktera vede k zobrazeni povrchu, je zména rezonanéni frekvence, ke které dojde po piibli-

zena hrotu k povrchu vzorku. Hlavni nevyhodu métfeni pomoci tohoto ptistupu, je Ze hrot

»Kopiruje®“ mikrokapky zkondenzované vody na povrchu vzorku.

Resenim nevyhod vyse uvedenych modéi AFM, je méfeni v poklepovém rezimu. Tento
rezim je velmi podobny pfedchozimu bezkontaktnimu reZzimu. Nicméné amplituda kmita
nosniku je tak velkda, Ze obCas dojde ke kontaktu hrotu s povrchem. Povrch je v tomto pfi-

padé mapovan na zakladé¢ méfeni zmén rezonancni frekvence.

Z vyse uvedeného plyne, Ze métici mody AFM lze rozdélit na statické a dynamické, jak

naznacuje Obrazek 4. [2], [1], [4], [19]
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Obrazek 4: Rozdeleni AFM modii na statické a dynamicke [4]

1.2.3 LFM - Mikroskopie lateralnich sil

LFM mapuje v kontaktnim rezimu zmény mechanickych vlastnosti vzorkl s vyuzitim tre-
cich sil mezi hrotem a povrchem vzorku. V ptipad¢€ této metodiky je vyhodnocovan verti-
kalni ohyb (zkrut) nosniku. Nutno dodat, ze LFM byva velmi Casto aplikovédna spolu s me-
todou AFM. [1], [19]

1.2.4 FMM - Mikroskopie modulovanych sil

Mikroskopie modulovanych sil je metodou, kterd vychazi z dotykového rezimu AFM
s konstantnim ohybem nosniku. PouZzivéa se k méteni elastickych vlastnosti povrchu. Nos-
nik s hrotem nebo vzorek je periodicky rozkmitan s frekvenci nad mezni hodnotu zpétné

vazby. Elastické vlastnosti vzorku nasledné¢ méni amplitudu kmitani hrotu. [1], [19]

1.2.5 MFM - Mikroskopie magnetickych sil

Mikroskopie magnetickych sil ndAm umozZni zobrazit rozloZeni magnetickych sil na povrchu
vzorku. Hrot musi byt potdhnut feromagnetickou vrstvou a to proto, Ze magnetické sily
maji mnohokrat vétsi dosah nez sily atomarni. Z tohoto divodu probiha méfeni vzorku ve
dvou krocich. V prvnim je charakterizovana topografie povrchu a v druhém (po oddéleni

sondy od povrchu) rozlozeni magnetickych sil. [1], [19]

1.2.6 EFM - Mikroskopie elektrostatickych sil

Mikroskopie elektrostatickych sil mapuje rozlozeni elektrostatickych naboji na povrchu
vzorkl.. Méfeni probihé tak, ze mezi hrot a povrch vzorku je pfivedeno napéti, nasledné se
hrot mirn€ vzdali od povrchu a za¢ina skenovani. Princip metody je zaloZen na skutecnosti,
ze kdyZ se zméni naboj na povrchu vzorku dojde k ohybu raménka s hrotem. Velikost ohy-

bu je zavisla na velikosti naboje. [1], [19]
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1.2.7 SCM - Rastrovaci kapacitni mikroskopie

Jestlize bereme hrot a vzorek jako elektrody kondenzéatoru a mezeru mezi nimi jako dielek-
trikum, pak mizeme po piilozeni napéti na elektrody vyhodnocovat kapacitu takto utvoie-
ného kondenzatoru. Kapacita se méni v zavislosti na lokalni geometrii povrchu, vzdalenos-
ti mezi hrotem a povrchem. Jinymi slovy tato vzdalenost je vlastn¢ tlouStka dielektrika

mezi elektrodami kondenzatoru. [1], [19]

1.2.8 SThM - Rastrovaci termicka mikroskopie

Nosnik je tvofen ze dvou rozdilnych materialu, které tvofi termoclanek. Takovato kon-
strukce hrotu umoziuje ve vybranych mikrooblastech povrchu vzorku méfit tepelnou vo-

divost nebo termoelektrické napéti. [1], [19]

VZOREK PRILEPENY K
PODLOZCE, KTERA JE
MAGNETICKY PRIPEVNENA]
KE SKENERU

POLOHOVACI ZARIZENI -
PIEZOKERAMICKY SKENER

o

Obrazek 5: Spodni pevna cast pristroje AFM na némz je polohovaci zarizeni v
podobé piezokeramického skeneru nesouci méreny vzorek (vyfoceno v laboratori

na UFMI, FT, UTB ve Zliné).
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1.3 Hlavni komponenty AFM

1.3.1 Polohovaci zarizeni — skener

Zakladem vSech zatizeni, které pracuji na principu rastrovani pomoci sondy, je polohovaci
zafizeni, které zajisti pfesnou pozici hrotu a jeho pohyb nad povrchem vzorku. Podle toho,
jakym zptsobem je realizovan pohyb hrotu, ktery toto zafizeni zajiStuje, se pro n¢j vzil

pojem skener, viz Obrazek 5

Idealnim rastrem, ktery je tvofen skenerem pii jeho pohybu, je pomyslna ¢tvercova miizka.
V jejich uzlech se vyskytuji datové body. Kdyz se skener pohybuje fadkem, tak jsou v pra-

videlnych intervalech digitdln¢ sniména data.

Mezery mezi jednotlivymi datovymi body se nazyvaji velikost kroku. Jeden krok je dan
délkou fadku vydélenou poctem dat v jednom fadku. Délka fadku u AFM je od desitek nm
po stovku um. Pocet bodt v fadku byva 64, 128, 256, 512 nebo i 1024 datovych bod.

Velmi ptfesné pohyby scanneru jsou zajiStovany piezoelektrickou keramikou. Pro SPM
pfistroje jsou pouzivana piezoelektrika z polykrystalického materialu. VétSinou je to mate-
ridl na bazi PbZrOs a PbTiOs. Slisovanim a specenim (slinovanim) zrn se elektrické dipoly
jednotlivych zrn naorientovany ndhodné a jejich ucinek se vzijemné vyrusi. Po vyrobé
skeneru se pak provadi jeho polarizace ve stejnosmérném elektrickém poli. Starnuti, hyste-
reze a teceni (creep) skeneru, jsou pfispévky k nelinearitdm, které se musi korigovat napfi-
klad hardwarovou korekci v podobé piidavného zatizeni, nebo softwarovou korekci
v podobé korekéniho programu. Chceme-li zabranit depolarizaci skeneru, je toho mozné
dosahnout ¢astym provozem, protoze se pracovnim napétim material cyklicky polarizuje.
Princip funkce piezoelektrika je zndzornén viz Obrazek 6. Z hlediska konstrukce ma ske-

ner pro skenovani ploch (100x100 pm) vétSinou podobu trojnozky. [2], [5],
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Piezoelektrickeé krystaly
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Obrazek 6: Princip funkce piezoelektrik. [19]

1.3.2 Sonda pro SPM

Raménko s hrotem je nedilnou komponentou pfistroje AFM, zprostiedkovavaji silu mezi
hrotem a povrchem vzorku, viz Obrazek 7. Raménko, na jehoZz konci je umistén hrot, kte-
ry je velmi Casto vyroben z kiemiku nebo nitridu kiemiku. Nosniky s hrotem jsou pfipra-
veny vétSinou jako kiemikova monovrstva s pouzitim fotolitografické techniky. Bé&zné
nosniky jsou dlouhé od 100 do 200 um, Siroké od 10 do 40 pum a jejich tloustka byvé od
0,3 do 2 um.

AFM vyzaduje ostry hrot. VyZaduje 1 nosnik s optimalizovanou tuhosti (pruznosti). Ta by
méla byt nizs§i nez je vazebna sila mezi atomy v pevnych latkach. Tuhost nosniku je zavisla
na tvaru materialu, ze kterého nosnik vyroben. Vlastnosti nosniku jsou dany pozadavky
podle aplikace, ve které ma byt nosnik s hrotem pouzit. V kontaktnim reZimu jsou zapotie-
bi mékké ohebné nosniky, aby se minimalizovalo poSkozeni povrchu vzorku. V nekontakt-
nim reZimu jsou potieba spi§ tuzsi nosniky s vyssi rezonancni frekvenci. Komeréné do-
stupné nosniky maji tuhost od tisicin do desitek Nm™. Interakce mezi atomy hrotu a po-
vrchu vzorku je zavisld na kiivosti hrotu. Hroty pro rozliSeni jednoho az dvou nm musi mit
polomér kiivosti okolo péti nm. Na Obrazka 5 je znazornéno ulozeni sondy SPM do méfici

hlavy od firmy NT-MDT v laboratotich UFMI, FT, UTB ve Zliné.
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100 um 10um

Obrazek 7: Sonda pro SPM slozena z hrotu na obdélnikovém (vievo) nebo troju-

helnikovém (vpravo) raménku. [19]
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Obrazek 8: Horni odnimatelna cast pristroje AFM nesouci nosnik s hrotem.

(wfoceno v laboratori na UFMI, FT, UTB ve Zliné).
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2 POLYMERNI VRSTVY

2.1 Vyznam polymernich vrstev

Materidly byvaji bézné¢ modifikovany rozlicnymi povrchovymi vrstvami, z divodu jejich
ochrany a také pro jejich funkcionalizaci. Mezi z jednou nejvyznamnéjSich skupin povr-
chovych tprav se fadi polymerni vrstvy. A to zejména diky tomu, Ze chemie syntetickych
polymert je v dneSni dob¢ schopna produkovat obrovsky pocet riznych makromolekul,

pozadované struktury a slozeni ve velkych mnozstvich za relativné nizkou cenu.

Ultratenké polymerni vrstvy hraji zasadni roli v mnoha procesech a maji velky rozsah pou-
ziti zacCinajici estetickou Gpravou a ochranou materialu proti mnozstvi degrada¢nich vlivii
jako napftiklad chemicka koroze az po mikrofabrikacni metody v mikroelektronice a medi-

cinskych zafizenich.

Rovnéz nutno dodat, Ze polymerni monovrstvy a submonovrstvy na pevnych povrsich
hraji dtlezitou roli v mnoha technologickych aplikacich, jako jsou nanomodelovani a po-
vrchové Upravy vyuZivané v mikroelektronice, nebo z hlediska koloidni stability, flokulace
(srazeni), respektive vyztuzovani polymerti nanoplnivy, ptipravy nezanasejicich se biopo-
lymernich povrchu, zvySeni biokompatibility medicinskych implantatd, zlepSeni adheziv-

nich a lubrikaénich, frikénich vlastnosti, atd. [3]

2.2 Tloust’ka polymernich vrstev

Polymerni vrstvy jsou systémy, charakterizované tim, ze jeden z jejich rozméri je mnohem
mensi nez ostatni dva. Na rozhrani polymeru a pevného povrchu je vzdy vrstva polymer-
nich fetézctl, které jsou v pfimém kontaktu s pevnym povrchem. Celkova vrstva mize byt
tak tenkd, Ze se da fict, Ze je tvofena praveé jednou mono-makromolekuldrni vrstvou. Tako-
vé monovrstvy jsou nékolik nm tlusté. Tloustka monovrstvy je dana typickou velikosti
jednoho polymerniho fetézce. V mnoha ptipadech se stava, ze pevny povrch neni zcela
pokryt polymernimi fetézci, a diky tomu miizeme pozorovat submonovrstvy nebo jednotli-
vé ostrivky polymernich shlukli. V zavislosti na molekularnich, interakcich a poctu fetéz-
ct na povrchu (pokryti povrchu) existuje cela fada typl vzorii a nanostruktur, které se mo-

hou zformovat. [3]
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2.3 Zpisoby piipravy polymernich vrstev

2.3.1 Nekovalentni imobilizace (adsorpce)

Nejjednodussi a nejcastéji pouzivanou technikou pro imobilizaci biologickych, respektive
polymernich vzorkli na povrch modifikovaného substratu je fyzikalni adsorpce z roztoku,
kde ptitazliva sila tdhne vzorek k pevnému substratu. Na tomto procesu se podileji rizné
sily, jako napt.: Van der Waalsovy, elektrostatické, hydratacni, nebo hydrofobni efekty.
Adsorp¢ni procesy jsou velice komplexni a zavisi na koncentraci vzorku, jeho Cistoté, dis-
tribuci naboje na povrchu vzorku a substratu, podilii aniontti, velikosti a polarit¢ vzorku,
iontové sile a pH. Pocate¢ni adsorpéni proces mizou doprovazet déje jako konformacni
zmény, povrchovd migrace, desorpce, agregace, denaturace, chemické reakce, posunuti
skenovaci sondou. AvSak hlavni vyhodou této imobiliza¢ni strategie je jeji jednoduchost

a také to, ze nevyzaduje zadné nebo minimalni kroky pro povrchovou funkcionalizaci. [6]

KONCE RETEZCE

‘/ —
s‘@;{c&v\\.

(a) (b) (c)

Obrazek 9: Zpiisoby imobilizace polymerniho retézce 3]

Zpusob piichyceni polymeru k povrchu pomoci fyzikédlni adsorbce nebo chemisorbee je

znazornén na Obrazku 9, kde jednotlivé ¢asti maji nasledujici vyznam:

a) Polymerni fetézec, rozvinuty v dobrém rozpoustédle, chemicky pfichyceny jednim
jeho koncem k povrchu pevného substratu.

b) Polymerni fetézec fyzikalné adsorbovany na povrch substratu nespecifickymi (fy-
zikalnimi) interakcemi podé¢l jeho ,,patefe (na obrazku jsou Ctyfi kontaktni body),
tvoficimi tfi smycky a dva konce fetézce.

¢) Dvoublokovy kopolymer v rozpoustédle pfichyceny k povrchu substratu adsorpci

jednoho z dvou blokt. [3]
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Obrazek 10: Zavislost stavu polymerniho retezce na rozpoustédle [3]

Z hlediska typu a kvality rozpoustédla se mohou polymerni fetézce pfichycovat k povrchu
rozdilnym zptisobem, jak je naznac¢eno na Obrazku 10. Kde na obrazku (a) mizeme pozo-
rovat polymerni fetézec v rozvinutém stavu, ktery prechazi do sbaleného stavu (b) po zmé-
né rozpoustédla z dobrého na Spatné. Ten samy piechod 1ze pozorovat u polymerniho fe-

tézce pfichyceného jednim koncem k povrchu substratu, viz. Obrazek 10 (c), (d). [3]

(P,

{a) POLYMERNI RETEZCE V DOBREM ROZPOUSTEDLE

PRECHOD Z DOBREHO
ROZPOUSTEDLA DO
SPATNEHO

(b) POLYMERMI RETEZCE VE SPATNEM ROZPOUSTEDLE

Obrazek 11: Zavislost stavu polymerniho kartacku na rozpoustédle [3]

Na Obrazku 11 je schematické zndzornéni polymerniho kartacku, tvofeného z jednotlivych
polymernich fetézci, znichz je kazdy jednim koncem pfichycen k povrchu substratu.
V ptipadé (a) (viz Obrazek 11) odpovida zobrazené uspotfadani polymeru dobrym rozpous-
técim podminkdm a v piipadé (b) Spatnym. Pfi zmén€ rozpoustécich podminek se poly-
merni fetézce samozorganizuji v agregaty v métitku nanometrt, tvofené malymi individu-

aln¢ do sebe sbalenymi skupinami polymernich fetézca. [3]
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2.3.2 Kovalentni imobilizace

U tohoto druhu imobilizace jde o chemické navazani nebo zasitovani molekul na povrch
substratu. Tento zplisob imobilizace vzorku zahrnuje vytvoreni stabilni kovalentni vazby
mezi urcitou chemickou skupinou na zobrazované molekule vzorku a funkénimi skupina-
mi, které jsou na povrchu substratu. V piipadech, kdy ma vzorek zvysenou tendenci
k desorpci je kovalentni vazba pro uchyceni vzorku dilezitd. Pii imobilizaci vzorku pro-
sttednictvim kovalentni vazby je dulezité, aby aktivita biomolekuly nebyla ovlivnéna che-
mickou reakci vazebnych skupin a také to, aby byl vlastni imobiliza¢ni proces reproduko-

vatelny. [6]

2.3.3 Imobilizace pomoci bivalentnich iont na slidu

Neékdy se mlze stat, ze ndm shodné ndboje zkomplikuji uchyceni biomolekul na substrat.
Proto je mozno pouzit kationty kovt, které byvaji ptitomny v pufru. Typické je vyuziti

bivalentnich kationtt Mg2+, C02+, Ni*" nebo Cu*".

Princip této reakce spociva ve vymeéné iontll. Jednomocné kationty ze struktury molekuly
a jednomocné kationty z povrchu slidy jsou nahrazeny kationty kovili pfitomnych v roztoku
pufru. Jedna se o vyménu dvojmocného kationtu kovu za jednomocny kationt tfeba drasel-
ny. Vznika tak pfemosténi mezi negativné nabitym povrchem slidy a negativné nabitymi

skupinami biomolekuly. [7]

2.3.4 Nejcastéji pouzivané substraty pro modelové studium pomoci AFM

23.4.1 Slida

Slida patfi mezi hlinitokfemicitany. Je to nejbéZnéjsi substrat pouzivany v modelo-
vych biologickych experimentech. Diky snadné Stipatelnosti svrchnich vrstev, zptisobené
vrstevnatou strukturou je slida jako substrat velmi oblibena. V prostordch mezi vrstvami
jsou paralelné ulozeny trojvrstvé komplexy vazané kationty (nejobvykleji K+). Tyto kation-

ty kompenzuji zadporné naboje mezi jednotlivymi vrstvami slidy.
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Obrazek 12: Struktura slidy [18]

V literatufe mineralogie je uvedeno asi 40 druht slid, ale uplatnéni v aplikacich pro AFM
ma jen muskovit jehoz chemicky vzorec je K[Al2(AlSi3)O10(OH):2]. Po odstipnuti vrchnich
vrstev vykazuje tento druh slidy nejrovnéjsi, nejéistsi a nejméné defektni povrch. Slidové
substraty pro vzorky zkoumané pomoci AFM se musi pouzivat vzdy Cerstvé pfipravené.
Toho dosdhneme tak, Ze ze slidové desti¢ky odStipneme svrchni vrstvy tfeba pomoci lepici
pasky, kterou nalepime na povrch desti¢ky a poté strhneme. Muskovit se preferencné §tépi
v roving obsahujici draselné atomy. Vzniklé odStipnuté vrstvy jsou prasvitné az pruhledné,
cire nebo jen velmi svétle zbarvené a skelné leskle. Pfi fixaci vzorku na povrch slidy je
dilezité si uvédomit to, ze neupraveny povrch slidy ma ve vodnych roztocich negativni
povrchovy néaboj. Také je potieba vzit v ivahu jesté jednu dilezitou vlastnosti z hlediska

uchyceni vzorku na povrch slidy a tou je jeji hydrofilnost. [18], [5], [7]

2.3.4.2 Kiemikova desticka

Jako substrat pro aplikace AFM vyuzivaji také kiemikové desticky, natezané z kiemiko-
vych ingott, které se jinak pouzivaji v polovodi¢ové technologii. Jsou dobrym podkladem
pro tenké filmy a substratem pro imobilizaci vzorkli. Atomarni rovnosti mizeme dosah-
nout kontrolovanymi oxida¢nimi procesy, které vytvoii na povrchu desticky tenkou oxido-
vou vrstvu. Kfemikova desticka bude, diky na povrchu vystavenym OH skupindm, hydro-

filni. Stejné jako sklo i kiemikové desticky je nutno pied pouzitim dikladné o€istit. [5], [7]
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2343 Sklo

Pro imobilizaci biologickych vzorku se mtize pouzit kromé slidy a kryci skla. Kdyz je vzo-
rek imobilizovan na sklenény povrch je dilezité mit na paméti, ze neupraveny povrch nese
ve vodném roztoku negativni povrchovy naboj. Povrch je také hydrofilni. Povrch kryciho
skla je potfeba vzdy ocistit. Povrch skla je dostate¢né rovny, pokud jde o zobrazovani bu-

n¢k, nebo ostatnich vzorki, které jsou velké a relativné vysoké. [5], [7]

2.3.4.4 Zlaté vrstvy

Zlato je prvek, ktery s vysokou afinitou snadno véaze organické thiolove skupiny ¢i bisulfi-
dy. Biologické makromolekuly proto také Casto byvaji kovalentné imobilizovany prave
zlatem. Zlato je chemicky inertni vii¢i kysliku a odolné vici radikalim, proto byva pouzi-
vano jako nosny substrat. Dostatecné rovny zlaty substrat 1ze pripravit tak, Ze je zlato napa-
feno ve vakuu na sklo, kifemik nebo slidu. Takto pfipraveny povrch vykazuje zrnitou struk-
turu. Diky specidlnim metodam (zihdni) lze pfipravit zlaty povrch poskytujici atomdrné

rovné oblasti, o jejichz velikost mize byt n¢kolik mikrometrt. [5], [7]

2.4 Charakterizace polymernich vrstev

vvvvvv

nosti vrstvy. Méfeni tloustky polymerni vrstvy lze provadét metodami rozdélenymi do

téchto skupin: Mechanickd méteni, elektrickd méfeni, opticka méfenti.

Nékteré metody méfeni tloustky mizeme aplikovat jen na hotové vrstvy, pomoci jinych
metod mizeme méfit tloustku béhem procesu, kdy se vrstva vytvari. Aplikovat je Ize i pro
meéfeni rychlosti ristu vrstvy a to jako méteni priristku tloustky v case. Rychlost rustu je
dilezity parametr, protoze ovliviluje strukturu a tim 1 také vlastnosti vrstvy. Tenké vrstvy
nejsou vétsinou idedlné hladké, protoZze maji v riznych mistech jejich plochy trochu odlis-

nou tloust’ku. [3]
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3 ZKOUMANE POLYMERY

3.1 Hyaluronova kyselina (HA)

3.1.1 Vyznam a vlastnosti kyseliny hyaluronova

Kyselina hyaluronova je mnohdy povazovana pouze za molekulu extracelularniho matrixu.
Minuly a soucasny vyzkum vsak objevuje stale nové a nové funkce této molekuly jak na
bunécné, tak na organové arovni. VSechny ziskané znalosti o této molekule poukazuji na
to, ze HA je molekula velkého vyznamu. Jeji vSudypfitomnost a ti¢ast na celé fad¢ biolo-
gickych procest, jako jsou angiogeneze, migrace a proliferace rtiznych bunéénych typu,
ucast na zanétlivych procesech, procesech hojeni ran a dalSich, poukazuje na celou fadu

praktickych vyuziti této molekuly v biomedicinskych aplikacich. [16], [17]

3.1.2 Historicky piehled

V roce 1934 popsal Karl Meyer a jeho asistent, John Palmer, objevili postup izolace nové-
ho glykosaminoglykanu z hovéziho sklivee. Objevili, Ze tato latka obsahuje uronovou ky-
selinu a aminocukr, ale ne sulfoester, ktery je pro glykosaminoglykany specificky. Latku
nazvali hyaluronova kyselina (angl. hyaluronic acid) jako spojeni slov hyaloid (sklovity)

a uronic acid (uronova kyselina).

Bé&hem 30. a 40. let 20. stoleti byl hyaluronan (sodné siil kyseliny hyaluronové) izolovan
z mnoha zdrojii, naptiklad ze sklivce, synovidlni tekutiny, pupecni $itiry, kiize, kohoutich

hiebinkli (Meyer, 1947) a také ze streptokokil.

Prvni fyzikalné-chemické charakterizace hyaluronanu byly provadény v prubéhu 50. a 60.
let 20. stoleti. Molekulova hmotnost této makromolekuly se pohybuje v fadech 107 Da.
Fyzikalni vlastnosti umoziuji hyaluronanu regulovat vodni bilanci, osmoticky tlak a odpor
proti proudéni, interagovat s proteiny a také ptisobit jako sito a jako mazivo, dale stabilizo-
vat strukturu na zakladé elektrostatickych interakci. Naptiklad v roce 1972 Hardingham
a Muir objevili, Ze hyaluronan interaguje s chrupavkovymi proteoglykany. Toto byl prvni
ptiklad specifické interakce mezi hyaluronanem a proteinem, mnoho dalSich takovychto
interakci bylo objeveno béhem 90. let 20. stoleti.

v 80. letech 20. stoleti zacal Balazs propagovat aplikaci hyaluronanu pro medicinské ucely

-----

viskozni dopln€k synovialni tekutiny u pacientt s osteoartritidou. [16], [17]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

V 90. letech 20. stoleti byly intenzivné studovany interakce hyaluronan-protein, dale byla
klonovana hyaluronansynthasa z riiznych zdrojt, kazda schopnad produkovat hyaluronan

s rozdilnou délkou fetézce a v rozdilném mnozstvi.

Posledni dobou se ukazuje, ze hyaluronan ptsobi jako zesilova¢ pro aktivni proteinasy.
Bylo jiz dlouho zndmo, ze hyaluronan je velmi citlivy na oxygenni radikaly, které zptiso-
buji jeho rozklad. Vznikajici produkty rozkladu zprostfedkovavaji dalsi dilezité biologické

funkce.

Tyto produkty vznikajici pfi degradaci hyaluronanu jsou oznacovany jako HA oligosacha-
ridy, které indukuji angiogenezi a také aktivuji lymfocyty. Radikdlovéa degradace vytvari
reaktivni aldehydy, které modifikuji proteiny do hlavni/zékladni antigenni struktury revma-
tické artritidy. Tento objev posléze ukoncil dlouhé a tizivé obdobi neznalosti 1¢kaisky vy-

znamného problému a mitize pfipadné vést k tspésné 1écbe téchto nemoci. [16], [17]

3.1.3 Chemicka struktura

Hyaluronan se sklada ze zakladnich disacharidovych jednotek tvofenych D-glukuronovou
kyselinou a N-acetyl-D-glukosaminem vzajemn¢ spojenych stiidajici se f—1,3 a p—1,4 gly-

kosidickou vazbou, viz Obrazek 13.

Glukuronova kyselina N-acetyl-D-glukosamin

Obrazek 13: Chemicky strukturni vzorec kyseliny hyaluronové.[16]

Oba sacharidy prostorové vychazeji z glukosy, ktera v beta konfiguraci dovoluje vSem
objemnym skupindm (hydroxylové, karboxylové, acetamidové) byt ve stericky pfiznivé
ekvatorialni pozici, zatimco vSechny malé atomy vodiku zaujimaji méné stericky ptiznivé

axialni polohy a tak je struktura disacharidu energeticky velmi stabilni. [16], [17]
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Z hlediska konformace polymert v roztoku kratké fetézce hyaluronanu (HA) vykazuji li-
nearni uspotradani, zatimco dlouhé se sbaluji do nahodného ,,tuhého* klubka. V ptipadé
nizké koncentrace polymert v roztoku miizeme pozorovat izolované klubko, viz Obrazek
14. Pii vysoké koncentraci dochazi k proplétani jednotlivych klubek a jejich vzajemnému

ovliviiovani coz determinuje viskoelastické vlastnosti roztoku [16].

Obrazek 14: Model polymerniho klubka hyaluronanu ve zredéném (nahore)

a koncentrovaném roztoku (dole) [16]

Hyaluronan 500kDa wv:

de-ionizovana voda

0.5M NaCl
0.5M NaOH
pnlnmer Ry 95nm 33.5nm 17.5nm
Zmena 100 4.4 0.61
ohjemu

Obrazek 15: Porovnadni hydrodynamickych polomerii

Hyaluronanu ve vode, NaCl a NaOH [16]

V zévislosti na iontové sile a pH prechazi polymerni klubko HA do rozdilnych konformaci
s rozdilnym hydrodynamickym polomérem. Tento pfechod je determinovan faktem, Ze HA

je polyelektrolytem, jehoz chovani na téchto parametrech (intové sila a pH) silné zavisi.
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Podle vyse uvedeného se na velikost polymerniho klubka zndzornénou na Obrazek 15
muzeme divat jako na rozbalovani a sbalovani polymerniho klubka v dobrém (voda) nebo

Spatném rozpoustédle (roztok NaOH). [16], [3]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 PRIPRAVA VZORKU PRO CHARAKTERIZACI POMOCI AFM

V experimentalni ¢asti prace byly provedeny nasledujici kroky pied vlastni charakterizaci

imobilizované hyaluronanu na povrchu slidy:

—

byly ptipraveny dva typy zasobni roztoky hyaluronanu sodné¢ho (HA),
2. probehlo fedéni zasobnich roztokti HA na pozadovanou koncentraci,

3. probe¢hla ptiprava povrchi slidy a jejich modifikace,
4

. probé¢hla depozice roztokl na povrch s naslednym susenim.
4.1 PRIPRAVA ZASOBNICH ROZTOKU HA

Byly pfipravovany dva typy zasobnich roztokl hayluronanu sodného:

L. Vzorek HA o stiedni molekulové hmotnosti MW = 0,66 MDa
II. Vzorek HA o stiedni molekulové hmotnosti MW = 2,36 MDa

Vzorky HA v podobé bilého prasku byly poskytnuty firmou Contipro Biotech, s.r.o. a to ve

farmaceutické Cistoté.

Vlastni ptiprava roztokii probihal nasledovné:

a) do plastove, sterilni (PP) nddobky bylo navazeno pozadované mnozstvi HA o dané
MW, tak aby vysledny roztok obsahoval 0,1 hm. % HA

b) knavazenému vzorku bylo pfidano patficné mnozstvi deionizované H»O s vodi-
vosti 0,7 uS/m.

c) vzorek byl pfipevnén k ttepaccee, viz Obrazek 16, a nechan tiepat pii pokojové tep-
lot€ po dobu 18 az 20 hodin.

d) po dokonceni rozpousténi (tfepani) byl vzorek ulozen do chladnicky, v niz byl
skladovén pro dalsi pouziti pfi teploté cca 5 °C. Pozn.: maximélni doba skladovani
vzorku pro dal$i pouziti byla 7 dnti ne déle, aby byla minimalizovana moZnost kon-

taminace a degradace zkoumanych vzork.
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Obrazek 16: Trepacka LT2 pouzivana pro rozpousteni vzorkit HA.

4.2 REDENI ZASOBNICH ROZTOKU HA

Zasobni roztok byly pted vlastni depozici na povrch slidy fedény na pozadované koncent-
race. Probihalo fedéni 10x, 20x, 50x, respektive 100x, tak aby hmotnosti podil polymeru
v roztoku se pohyboval v rozmezi 0,01 az 0,001 hm.%, coz koresponduje s experimenty

a koncentracemi diskutovanymi v odbornych publikacich. [9], [10], [11], [12], [13]

Vzorky HA o danych MW byly fedény pomoci:

- de-ionizované vody s vodivosti 0,7 uS/m,
- 0,15 M roztoku NaCl v de-ionizované vodé,

- 10 mM roztoku MgCl,

Redéni vzorkd probihalo pomoci mikropipet do 2 ml nadobek, vzhledem k minimélnimu
pozadovanému mnozstvi roztoku (20 pl), které je nezbytné pro depozici na povrch slidy.
Po natfedéni zasobnich roztokl byl vzorek fadné protiepan pomoci tiepatky a nasledné

deponovén na povrch slidy.
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4.3 PRIPRAVA POVRCHU SLIDY A JEHO MODIFIKACE

Pro imobilizaci HA a jeji naslednou charakterizaci pomoci AFM byly pouZity desticky

slidy v kvalité¢ V-5 Grade dodané od spolec¢nosti SPI Supplies, viz Obrazek 17.

Obrazek 17: Vzorky slidy pouzivané pro imobilizaci HA.

Postup ptipravy vzorku byl nésledujici:

z obdélnikové desticky byl vstiihnut ¢tvercovy vzorek,

- pomoci lepici pasky byla odstipnuta svrchni vrstva slidy, abychom ziskali atomarné
rovny Cisty povrch,

- odstipnuty povrch byl okamzité pouzit pro pfimou imobilizaci HA z daného rozto-
ku nebo byl ihned modifikovan 10 mM roztokem MgCl, a to 20 ul po dobu 150 s.
Pozn.: nutno dodat, Ze vzorek nebyl hydratovan pied vlastnim pouzitim, jak se dis-
kutuje v odborné literatute [12], [13], [10], [9],

- po depozici roztoku MgCl, byl vzorek osusen pomoci proudu dusiku s vysokou ¢is-

totou z tlakové lahve.

4.4 IMOBILIZACE HA Z ROZTOKU NA POVRCH SLIiDY

Imobilizace HA na povrch slidy (nemodifikované nebo modifikované) probihal tak, Ze na
povrch piipraveného vzorku slidy bylo deponovano 20 pl nafedéného vzorku pfi pokojové
teploté a Casu inkubace 2,5min, 3min, 4min, Smin, 8min. Po tomto ¢ase byl vzorek osusen
v proudu dusiku a ihned pfipevnén pomoci oboustranné lepici pasky ke kovovému terc¢iku,

ktery se umist'uje na skener AFM.
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Proces ptipravy roztoki (fedéni) a imobilizace na upraveny a neupraveny povrch slidy lze
shrnout pomoci nésledujicich schémat uvedenych na Obrazek 18. Pozn.: Nutno dodat, Ze
fedéni pomoci 10 mM MgCl,, bylo odzkouSeno v prvotnich experimentech, které nepfines-
ly pozitivni vysledky v podob& imobilizované HA na povrchu slidy. Z tohoto diivodu bylo
upusténo od tohoto typu fedéni a probihalo fedéni pouze H,O a roztoku 0,15 M NaCl, jak

je uvedeno na nize vyobrazenych schématech.

substrat s
povrchovou
Upravou

substrat bez
povrchové

Uprav
0,1 hm.%@ HA HIE

0,66MDa substrat s
povrchovou
redéniv 0,15M upravou
@ NaCl

substrat s
povrchovou
redéniv upravou
deionizovane
H,O substrat bez

povrchové
Upravy

0,1hm.%( HA |
2,36MDa substrat s
povrchovou
fedéniv 0,15M upravou
® Nacl

substrat bez
povrchove
Upravy

Obrazek 18: Schéma pripravy vzorki pro imobilizaci na povrchu slidy.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

5 ZKOUMANI VZORKU POMOCI AFM

Pro charakterizaci povrchové imobilizovanych polymernich fetézci HA na povrchu slidy

byl pouzit multi-médovy mikroskop skenujici sodnou od firmy NT- MDT, uvedeny na

Obrazku 19.

Obrazek 19: SPM- NTEGRA-Prima, od spolecnosti NT-MDT v laboratori UFMI,

FT, UTB ve Zliné.

Pouzity pfistroj:
Pouzita metodika:

Meéfici mod:

Prostfedi pro méfeni vzorku:

Teplota méfenti:

Pouzita sonda pro AFM:
Rychlost skenovani:
Rozliseni obrazku:

Skenovana plocha:

NTEGRA-Prima, od spole¢nosti NT-MDT
Mikroskopie atomarnich sil - AFM
Semikontaktni

Vzduch (okolni atmosféra)

Laboratorni (25°C)

NSG10 pro nekontaktni mody, vyrobce NT-MDT
cca0,5az1Hz

512x512 dpi

I x1pum
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V souladu s hlavnim cilem této prace byly imobilizovany derivaty HA na neupravené

a upravené povrchy slidy z roztokli o rozdilné iontové sile, koncentraci a ¢asu depozice.

6.1.1 Povrch Cerstvé Stipané slidy

V prvnim kroku byl skenovan povrch cerstvé Stipané slidy. Vysledek z tohoto méteni je
uveden na Obrazek 20. Z tohoto obrazku je patrné, Ze na povrchu slidy nejsou zadné ¢as-
tice a povrh je idealn€ rovny jak ptes velkou plochu 50 x 50 um (tento sken neni zobra-
zen), tak ptes malou plochu 1x1 pum, viz nize. Z tohoto vysledku plyne, Ze povrch slidy je
idealnim substratem pro imobilizaci (fyzikéalni adsorbci) polymernich monovrstev nebo

agregati do vysky cca 2 nm.
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Obrazek 20: Topografie povrchu cerstve Stipané slidy.

Pozn.: vzhledem ke snaze o zachovani ptehlednosti jednotlivych vysledka budou charakte-
rizované experimenty rozdéleny podle molekulové hmotnosti pouzitého vzorku a zpisobu
jeho fedéni bud’to pomoci vody nebo roztoku soli, jak bylo podrobné&ji popsano v piedeslé

Casti prace.
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6.1.2 Vzorky nizkomolekularni HA (0,66 MDa) Fedéné vodou

V prvnich experimentech byl na povrch nemodifikované slidy deponovéan roztok HA
o MW = 0,66 MDa, fedény vodou na koncentraci 0,01 hm. % s dobou depozice 240 s.
Charakteristicky povrchovy reliéf takto pfipraveného vzorku je patrny z Obrazek 21. Na

tomto obrazku muize pozorovat hustou polymerni sit’ na povrchu slidy s nerovnostmi do

cca 1,7 nm.
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Obrazek 21: Topografie povrchu HA na slidé, imobilizované z 0,01 hm. %
roztoku HA o MW = 0,66 MDa s dobou depozice 240 s.
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Obrazek 22: Topografie povrchu HA na kladné nabité slide, imobilizované z
0,01 hm. % roztoku HA o MW = 0,66 MDa s dobou depozice 150 s.

V dalsim kroku byl vySe popsany experiment opakovan pro povrch modifikované slidy
pomoci roztoku MgCl,, jak je popsdno v popisu experimentu. To znamend, Ze na povrch
modifikované slidy byl deponovan roztok HA o MW = 0,66 MDa, fedény vodou na kon-
centraci 0,01 hm. % s dobou depozice 150 s. Nutno dodat, ze doba depozice roztoku na
povrch byla v ptipad€ tohoto experimentu krat$i. Nicméné kontrolni experimenty s delsi
dobou neprokazaly vyraznéjsi rozdily v typu povrchového reliéfu uvedeného na Obrazek
22. Na tomto obrazku miZeme pozorovat polymerni agregity propojené izolovanymi -

line4drnimi shluky izolovanych fetézcit HA.
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Rozdil mezi témito dvéma vzorky uvedenymi na Obrazku 21 a 22, je dan rozdilnym me-
chanizmem imobilizace na povrchu, ktery nebyl nebo byl pfedem pokryt vicemocnym
kationtem. Mechanizmus vazby polyanionu (HA) na kladné nabity povrch pro nazornost

uveden na Obrazek 23.

Z vyse uvedeného plyne, ze HA o nizké MW (0,66 MDa) Ize z vodného roztoku imobili-
zovat jak na neupraveny tak upraveny povrch slidy, nicméné dostaneme zcela odlisné po-

vrchoveé reliéfy s riiznym stupné agregace a afinitou HA k povrchu.

Obrazek 23: Mechanizmus vazby polyanionu na kladné nabity povrch [16]

6.1.3 Vzorky nizkomolekularni HA (0,66 MDa) redéné roztokem 0,15M NaCl

V dalsich experimentech byl proveden test imobilizacnich schopnosti nizkomolekularni
HA (0,66 MDa), na povrch upravené a neupravené slidy, po nafedéni zasobniho roztoku
0,15M roztokem NaCl. Z vysledkt téchto experimentl vyplynulo, Ze takto nafedény roztok
nelze dost dobfe imobilizovat na povrch neupravené slidy (obrazky pro tento experiment
z AFM nejsou zobrazeny, vzhledem k tomu, Ze na nich nelze nic pozorovat. Skute¢nost, Ze
nelze imobilizovat je pravdépodobné dana stérickym stinénim polyanionu HA ionty NaCl

v roztoku s nemoznosti vazby na zaporn¢ nabity povrch slidy.
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Nicmén¢ na povrch modifikované (kladné nabité) slidy pomoci MgCl,, lze velmi efektivné

imobilizovat HA z roztoku fedéného 0,15 M NacCl, coz lze pozorovat na Obrazku 24.

Na tomto obrazku mizeme sledovat izolované shluky polymernich fetézct s vyskou okolo

1,1 nm.

Nutno dodat, ze veskerd méteni, byla provadéna ve vzduchu po vysuseni vzorku pomoci
proudu dusiku, z toho plyne, ze veskeré imobilizované fetézce a shluky pomoci AFM, at’

uz na nize uvedeném obrazku nebo na ostatnich se nachazeji v hydratovaném stavu.

Obrazek 24: 3D zobrazeni topografie povrchu HA na kladné nabité slide, imobi-
lizované z 0,01 hm. % roztoku HA o MW = 0,66 MDa, redéného 0,15M NaCl,
s dobou depozice 150 s.

Na Obrazku 25, miizeme pozorovat 2D zobrazeni vySe uvedeného experimentu s uvede-
nymi profily vzorku v riznych mistech. Z tohoto obrazku je jasné patrné jak se diametralné
1181 vyska profilu od jeho Sifky, coz potvrzuje fakt, Ze sledujeme agregaty polymernich

fetézcu fyzikalné sorbovanych k povrchu slidy do tenké monovrstvy z pohledu osy z.
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Obrazek 25: 2D zobrazeni topografie a profilu pro vysledky

experimentu popsané na obrazku 24

6.1.4 Vzorky vysokomolekularni HA (2,36MDa) redéné vodou

V dal$ich experimentech byly zacileny na srovnani imobiliza¢nich schopnosti vysokomo-
lekularni HA (2,36 MDa) oproti vySe diskutované nizkomolekularni HA (0,66 MDa). Ex-
perimenty byly provedeny obdobné, jak bylo popsano vySe. V prvnim byla provedena
imobilizace vysokomolekularni HA na povrch Cerstvé nastipané slidy, ptimo z vodného
roztoku, kde koncentrace polymeru byla 0,01 hm.% a doba expozice 150 s., viz Obrazek
26. Na tomto obrazku miizeme pozorovat izolované shluky makromolekul, které se Castec-
né prolinaji, s vySkou profilu v ose z do 1,6 nm. Porovname-li tento obrazek 26 s diive
uvedenym vysledkem pro obdobny experiment, uvedeny na obrazku 21 pro nizkomoleku-

larni HA miiZeme pozorovat rozdilnou mikrostrukturu povrchu, coz je dano pravé rozdil-
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nou molekulovou hmotnosti jednotlivych vzorkii. Tento tvrzeni je dale podpoieno vysled-

ky z obrazové analyzy, s uvedenymi parametry drsnosti povrchu, viz Obrazek 27 a 28.

Pozn.: Obrazova analyza topografie (drsnosti) povrchu byla provedena v programu

Gwyddion 2.3.

Obrazek 26: Topografie povrchu HA na slide, imobilizované z 0,01 hm. %
roztoku HA o MW = 2,36 MDa s dobou depozice 240 s.
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Obrazek 27: Vysledky obrazové analyzy pro nizkomolekulovou HA imobilizova-

nou z vodného roztoku na neupraveny povrch slidy (vysledky koresponduji s daty

uvedenymi na obrazku 21).
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Obrazek 28: Vysledky obrazové analyzy vysokomolekulovou HA imobilizovanou

z vodného roztoku na neupraveny povrch slidy (vysledky koresponduji s daty uve-

denymi na obrazku 26).
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V souladu se ¢lenénim celého experimentu, byla v dalSich krocich provedena imobilizace
vysokomolekuldrni HA na povrch upravené slidy pomoci vicemocného kationu Mg**
(s pomoci pted-upravy pomoci roztoku MgCl,). Vysledky z tohoto experimentu jsou vyob-
razeny na nasledujicich tfech obrazcich pro riizné miry fedéni. V prvnim experimentu pro-
behlo desetindsobné fedéni na koncentraci 0,01 hm.% pomoci H,O s dobou depozice roz-
toku na povrch vzorku 150 s, viz Obrazek 29. Na tomto obrazku mtizeme pozorovat line-
arné protazené shluky makromolekuldrnich fetézcii. Vzhled tohoto uspofadani se diamet-
raln€ lisi od toho, co lze pozorovat na Obrazku 26, pro HA imobilizovanou na povrchu
neupravené slidy za srovnatelnych podminek. Zména tohoto relié¢fu je dana rozdilnou afini-
tou HA povrchu bez a s Gpravou, muze zde dale hrat roli rozdilna mobilita a schopnost

preuspotradani polymernich fetézct vazanych k povrchu pomoci vicemocného kationtu.
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Obrazek 29: Topografie povrchu HA na kladné nabité slide, imobilizované z
0,01 hm. % roztoku HA o MW = 2,36 MDa s dobou depozice 150 s.

V dalsich experimentech byla provedena imobilizace mnohem vice zfedénych roztoki HA
na povrch upravené slidy. Prob&hlo dvacetindsobné a stonasobné fedéni roztokid. Pro dva-
cetinasobné zifedéni zasobniho roztoku pomoci vody, je uveden vysledek z AFM na
Obrazku 30. V piipad€ tohoto obrazku miiZeme pozorovat hustou polymerni sit’ shluka
HA na povrchu nabité slidy, coz je ¢astecné zardzejici, vzhledem k vySe uvedenému vy-
sledku na Obrazku 29, kde pfi poloviéni koncentraci polymeru mizeme sledovat daleko
mensi pokryti povrchu. Tento vysledek mize byt dan rozdilnym (menSim) ovliviiovanim
(prolinanim) jednotlivych makromolekularnich klubek v roztoku. Z ¢ehoz miize vyplyvat

rozdilny mechanizmus imobilizace a uspotfadani polymeru na povrchu.
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Obrazek 30: Topografie povrchu HA na kladné nabité slide, imobilizované
z 0,005 hm. % roztoku HA o MW = 2,36 MDa s dobou depozice 150 s.
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Obrazek 31: Topografie povrchu HA na kladné nabité slide, imobilizované
z 0,001 hm. % roztoku HA o MW = 2,36 MDa s dobou depozice 150 s.

V poslednim experimentu, bylo provedeno stondsobné ziedéni polymerniho roztoku vo-
dou. Pfi takovémto velkém fedéni a kratké dobé (do 200 s) depozice polymerniho roztoku
na povrhu upravené slidy, nelze pozorovat vyrazngjsi struktury nebo shluky makromolekul
HA, viz Obrazek 31. Na tomto obrazku miizeme pozorovat pouze rozmazan¢ neostré na-
znaky adsorpce polymeru na povrch do vysky 0,5 nm, coz za¢ind hranicit s rozliSovaci
schopnosti pouzit¢tho SPM mikroskopu, vzhledem k hranici Sumu tohoto zafizeni ve sméru

osy Z.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

6.1.5 Vzorky vysokomolekularni HA (2,36 MDa) Fedéné roztokem 0,15M NaCl

V zavéreEnych experimentech byl proveden test imobilizac¢nich schopnosti vysokomoleku-
larni HA (2,36 MDa), na povrch upravené a neupravené slidy, po nafedéni zadsobniho roz-
toku 0,15M roztokem NaCl, podobné jak bylo popsano v ptipadé HA (0,66 MDa). Stejné
jako nizkomolekulovou HA, tak vysokomolekulovou HA nebylo mozné dost dobfe imobi-
lizovat na povrch neupravené slidy (obrazky pro tento experiment z AFM nejsou znovu
zobrazeny, vzhledem k tomu, Ze na nich nelze nic pozorovat). Byla provedena imobilizace
desetkrat zfedéného zasobniho roztoku vysokomolekularni HA s naslednou imobilizaci
polymeru na povrch kladné nabité slidy s pomoci Mg%’ po dobu 150 s a celkovym podilem
HA v roztoku 0,01 hm. %. Vysledky z tohoto experimentu jsou uvedeny na obrazku 32.
Na tomto obrazku muzeme pozorovat velké shluky makromolekul propojené linedrnimi

shluky polymernich fetézcii.

Zajimavou skutecnosti je, ze se tento vysledek (uvedeny na obrazku 32) podobd struktu-
ram pozorovanym na Obrazku 22. Z téchto obrazkt by se mohlo zdat, ze nelze pozorovat
vyraznéjsi rozdil mezi imobilizovanou HA o nizké nebo vysoké molekulové hmotnosti.
Nicméné je nutné si uvédomit, Ze v piipad¢ nizkomolekulové HA, viz Obrazek 22, byl
vzorek nafedén H,0, zatimco v ptipadé vysokomolekularni HA bylo fedéni provedeno roz-
tokem soli (0,15M NaCl, viz Obrazek 32, z toho plyne, Ze mizeme cekat rozdilné hydro-
dynamické priméry polymernich klubek v roztoku, tj. mizeme ocekéavat rozdilny zpisob
imobilizace a velikosti polymeru na povrchu, jak je podrobnégji diskutovano v teoretické
¢asti prace. ZjednoduSené lze fici, Ze roztok vody se chova vzhledem k HA jako dobré

rozpoustédlo, zatimco roztok soli (0,15M NaCl), jako horsi (Spatné) rozpoustedlo.

Déle nutno dodat, zZe sprdvné by mély byt porovnavany vysledky uvedené na Obraz-
ku 24 a 32, pro srovnatelny typ experimentu. Rozdilnost pozorovanych struktur na po-
vrchu lze vysvétlit rozdilnou stfedni molekulovou hmotnosti pouzitého polymeru (HA) a
snadnéjsi agregaci nizkomolekulovych frakci do souvislejSich protahlych shlukl polymer-

nich fetézcu HA.
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Obrazek 32: Topografie povrchu HA na kladné nabité slide, imobilizované
z 0,01 hm. % roztoku HA o MW = 2,36 MDa, redéného 0,15M NaCl,
s dobou depozice 150 s.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

ZAVER

V souladu se zadanim a hlavnimi cili této prace byla v teoretické ¢asti prace popsana me-
todiky zkoumani povrchi pomoci mikroskopie skenujici sondou, respektive mikroskopie
atomarnich sil (AFM). Déle byly rozebrany polymerni vrstvy z hlediska jejich vyznamu
a mechanizmu tvorby s vazbou na modelové substraty, na nichz Ize provadét jejich studi-
um pomoci AFM. V posledni ¢asti teoretické ¢asti prace byla diskutovana kyselina hyalu-
ronova, respektive hyaluronan sodny (HA), ktery byl pfedmétem experimentalniho zajmu

a studia.

V experimentalni Casti prace byly pfipraveny roztoky HA o rozdilné molekulové hmotnos-
ti, které byly déle fedény vodou nebo roztokem soli na pozadovanou koncentraci. Z takto
ptipravenych roztokl byly na povrch neupravené a upravené slidy imobilizovany polymer-

ni fetézce HA s naslednou charakterizaci pomoci AFM.

Byla provedena optimalizace procesu modifikace slidy a imobilizace HA z roztoku.
Zejména byla testovana vychozi koncentrace jednotlivych roztoki, naslednost jednotlivych

krokt a jednotlivé Casy depozic roztokl na povrchu slidy.

Z vysledkt prace vyplynulo, Ze Ize efektivné imobilizovat HA z vodného nebo solného
roztoku na povrch kladné nabité slidy. V ptipad¢ zaporné nabité (Cerstve Stipané) slidy lze

HA efektivné imobilizovat pouze z vodného roztoku.

Pomoci semikontakniho médu AFM byly na povrchu slidy pozorovany rozdilné povrchové
reliéfy imobilizované HA v zavislosti na koncentraci pouzitého roztoku, pfitomnosti soli,
Casu depozice a zejména molekulové hmotnosti. Ve vétSing€ piipadit nebyly pozorovany
izolované makromolekuldrni klubka, respektive polymerni fetézce, ale jejich shluky coz
bylo dédno zejména vyssi koncentraci polymeru v roztoku, coz koresponduje s vysledky

prezentovanymi v literatute. [11]
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
SPM  Mikroskopie skenujici sondou
AFM  Mikroskopie atomarnich sil

STM  Rastrovaci tunelovaci mikroskopie
MFM  Mikroskopie magnetickych sil
FMM  Mikroskopie modulovanych sil
LFM  Mikroskopie lateralnich sil

EFM  Mikroskopie elektrostatickych sil
SCM  Rastrovaci kapacitni mikroskopie
SThM Rastrovaci termickd mikroskopie
HA Hyaluronova kyselina

MW  Molekularni hmotnost [Da]

Ur Tunelovaci napéti [V]

It Tunelovaci proud [A]

Ru Hydrodynamicky polomér [m]

() Energeticka vyska bariéry

d Vzdalenost hrotu od povrchu vzorku
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