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Abstrakt  

Univerzita Karlova, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra biofyziky a fyzikální chemie 

 

Student: Karina Suciu-Ġubert 

Vedoucí: Mgr. Petra Pullmannová, Ph.D. 

N§zev diplomov® pr§ce: PŚ²prava modelu lidsk® koģn² bari®ry s vyuģit²m depozice 

tenkĨch lipidovĨch filmŢ 

 

NejsvrchnŊjġ² ļ§st lidsk® kŢģe ï stratum corneum, kter§ chr§n² tŊlo pŚed vnŊjġ²m 

prostŚed²m, je tvoŚena zrohovatŊlĨmi buŔkami ï korneocyty, které jsou obklopené 

extracelul§rn² matrix vysoce uspoŚ§danĨch lipidŢ: ceramidŢ (Cer), mastných kyselin a 

cholesterolu. Ochranná bariéra se neustále obnovuje dŊlen²m keratinocytŢ, které se 

diferencují na korneocyty a nakonec se z povrchu kŢģe odluļuj². Korneocyty mají místo 

plazmatické membrány korneocytární obálku, která se skládá z b²lkovinn® ļ§sti (napŚ. 

involucrin) a jednomolekul§rn² lipidov® ļ§sti tvoŚen® pŚev§ģnŊ z ɤ-hydroxylovaných 

ceramidŢ, které jsou k b²lkovinn® ļ§sti pŚipojen® kovalentními vazbami. 

Đkolem t®to diplomov® pr§ce byla pŚ²prava modelu lidsk® koģn² bari®ry s vyuģit²m 

depozice tenkĨch lipidovĨch filmŢ. Byly vytvoŚeny 2 rŢzn® smŊsi lipidŢ: smŊs obsahující 

Cer NS a smŊs obsahující Cer EOS a NS. SmŊsi se nan§ġely na hydrofiln² a hydrofobn² 

substr§t nastŚikov§n²m Linomatem V. PŚi nastŚikov§n² se mŊnilo mnoģstv² lipidŢ, a tím i 

poļet teoretických vrstev na substrátu. Dalġ² metodou byla opakovan§ depozice 

monovrstev smŊsi NS Langmuir-Blodgettovou technikou. 

Naġ²m c²lem bylo zjistit, jakĨm zpŢsobem se lipidy organizuj² a zda jejich seskupen² z§vis² 

na jejich sloģen², mnoģstv², poļtu vrstev nebo vlastnostech povrchu substrátu. K hodnocení 

vzorkŢ nastŚikovanĨch Linomatem V jsme pouģili XRD a svŊtelnou mikroskopii. 

K hodnocen² vzorkŢ vzniklĨch Langmuir-Blodgettovou technikou jsme pouģili AFM. 

Z XRD metody jsme zjistili, ģe ve smŊsi s Cer NS se vyskytovala 1 lamelární fáze 

s mezirovinnou vzd§lenost² ~5,3 nm. U smŊsi s Cer EOS a NS se vyskytovaly 2 lamelární 
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fáze: dlouhá s mezirovinnou vzdáleností ~12,9 nm a krátká se vzdáleností ~5,1 nm. 

Relativn² intenzita difraktovan®ho z§Śen² se u vzorkŢ smŊsi s Cer NS se sn²ģenĨm 

mnoģstv²m lipidŢ vĨraznŊ nemŊnila u obou typŢ povrchŢ ï hydrofilního a hydrofobního. 

U vzorkŢ smŊsi s Cer EOS a NS se mŊnila jen na hydrofobním povrchu. 

SvŊtelnou mikroskopi² jsme odhalili, ģe se sniģuj²c²m se mnoģstv²m lipidy netvoŚ² 

kontinu§ln² vrstvu, ale tvoŚ² Ăhrom§dkyñ. Byly viditeln® rozd²ly mezi hydrofilním a 

hydrofobn²m substr§tem. Doġli jsme k z§vŊru, ģe ļ²m je ve vzorku m®nŊ lipidŢ, t²m v²ce 

jsou ovlivnŊny povrchem substr§tu. 

Metodou AFM jsme pozorovali vzorek smŊsi s Cer NS, který vznikl Langmuir-

Blodgettovou technikou. Objevili jsme pŚ²tomnost dom®n kulatého tvaru s vĨġkovĨm 

rozdílem mezi tŊmito dom®nami a spodn² doménou aģ 100 nm.  

Na z§vŊr jsme na z§kladŊ vĨsledkŢ usoudili, ģe organizace lipidŢ z§vis² na jejich sloģen², 

mnoģstv², poļtu vrstev a na vlastnostech povrchu substr§tu. 
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Abstract 

 

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové 

Department of Biophysics and Physical Chemistry 

 

Student: Karina Suciu-Ġubert 

Supervisor: Mgr. Petra Pullmannová, Ph.D. 

Title of diploma thesis: Preparation of the human skin barrier model by using thin lipid 

film deposition 

 

The uppermost part of the human skin - the stratum corneum, which protects the body from 

the external environment, is made up of cornified cells - corneocytes, which are surrounded 

by the extracellular matrix of highly ordered lipids: ceramides (Cer), fatty acids and 

cholesterol. The protective barrier is constantly renewed with so-called keratinocytes, 

which differentiate to corneocytes and finally desquamate from skin to surface. The 

corneocyte envelope replaces plasma membrane of corneocytes. It consists of proteins (eg. 

involucrin) and a lipid monolayer consisting mainly of ɤ-hydroxyceramides which are 

attached to the protein segments by covalent bonds. 

The task of this diploma thesis was the preparation of the human skin barrier model by 

using thin lipid film deposition. Two different lipid mixtures were based on Cer NS or Cer  

EOS and NS. The mixtures were applied on the hydrophilic or hydrophobic substrate by 

spraying with Linomat V. The amount of lipids and consequently the number of theoretical 

lipid layers on the substrate was modified in individual samples. Another thin layer was 

prepared by repeated deposition of monolayers of the Cer NS-based mixture using 

Langmuir-Blodgett technique. 

Our aim was to find out how lipids organize and whether their arrangement depends on 

their composition, amount, number of layers or the characteristics of the substrate surface. 

We used XRD and light microscopy to evaluate samples created by Linomat V, and we 

used AFM to evaluate samples of lipid monolayers deposited by the Langmuir-Blodgett 

technique. 
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From the XRD method, we found out that 1 lamellar phase with repeat distance of ~ 5.3 

nm occurred in the Cer NS-based mixture. There were 2 lamellar phases in the EOS and 

NS-based mixture: a long one with a repeat distance of ~12.9 nm and a short one with a 

repeat distance of ~5.1 nm. The relative intensity of the diffracted radiation did not change 

significantly in the Cer NS-based samples with reduced amount of lipids on both types of 

surfaces - hydrophilic and hydrophobic. The relative diffracted intensity of the Cer EOS 

and NS-based samples only did change on the hydrophobic surface. 

Light microscopy has revealed that the thinner lipid samples did not form a continuous 

layer, but form mounds. Differences between hydrophilic and hydrophobic substrate were 

visible. We conclude that the fewer lipids in the sample, the more they are affected by the 

substrate surface. 

By using the AFM method, we observed a Cer NS-based sample, which was created by the 

Langmuir-Blodgett technique. We discovered the presence of round domains with the 

height difference between the high and low domains up to 100 nm. 

Based on the results, we concluded that the organization of lipids depends on their 

composition, amount, number of layers and on the surface properties of the substrate.  
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1. Úvod 

KŢģe, nejvŊtġ² org§n tŊla, kterĨ mimo jin® slouģ² jako ochrann§ bari®ra pŚed vnŊjġ²mi vlivy, 

se skládá z nŊkolika ļ§st². NejsvrchnŊjġ² ļ§st kŢģe, epidermis ï stratum corneum, je 

nejdŢleģitŊjġ² sloģkou t®to bari®ry. TvoŚ² ji zrohovatŊl® buŔky a korneocyty, které se 

nacházejí v extracelul§rn²m matrix zarovnanĨch lipidŢ. Tyto lipidy jsou sloģen® 

z ceramidŢ, které jsou nepostradatelné pro epidermální homeostázu, volných mastných 

kyselin a cholesterolu. 1,2,3  

Lipidová matrix je hlavní cesta pŚestupu l§tek pŚes stratum corneum, a proto je pro 

bari®rovou funkci kŢģe dŢleģit® jej² spr§vn® sloģen² a organizace lipidŢ. 4-6 Poruġen² nebo 

odchylky od homeost§zy tŊchto lipidŢ m§ za n§sledek nŊkter§ koģn² onemocnŊn².7 Zatím 

vġak poŚ§d nev²me, jak tato organizace lipidŢ vzniká a mŊn² se v ļase. 

C²lem t®to pr§ce bylo pŚipravit modely lidsk® koģn² bari®ry s vyuģit²m depozice tenkĨch 

lipidovĨch filmŢ ze dvou rŢznĨch smŊs². Prvn² smŊs se skl§dala z ceramidu NS, mastnĨch 

kyselin a cholesterolu (smŊs NS) v ekvimol§rn²m mnoģstv². Ve druhé smŊsi byla ļ§st 

ceramidu NS nahrazena ceramidem EOS (smŊs EOS/NS). Tyto smŊsi se nan§ġely dvŊma 

metodami v rŢzn®m mnoģstv² a na dva rŢzn® povrchy substr§tŢ. Prvn² metodou bylo 

nastŚikov§n² Linomatem V a druhou byla opakovaná depozice monovrstev na substrát 

Langmuir ï Blodgettovou technikou. 

Lipidy se nan§ġely na substr§ty se dvŊma rŢznĨmi povrchy ï hydrofilním a hydrofobním. 

DŢvodem bylo zpozorovat, zda chov§n² a organizace lipidŢ z§vis² na vlastnostech povrchu 

substr§tu. D§le jsme pro nastŚikov§n² mŊnili koncentraci smŊs² lipidŢ a poļet 

nastŚikovanĨch vrstev, abychom zjistili, zda organizace lipidŢ z§vis² tak® na jejich sloģen², 

koncentraci, resp. mnoģstv² lipidŢ a poļtu nanesenĨch vrstev.  

Vlastnosti vzorkŢ nanesenĨch lipidovĨch vrstev byly zkoum§ny nŊkolika metodami: XRD 

(X-ray diffraction), AFM (Atomic force microskopy) a svŊtelnou mikroskopií. 
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2. Teoretick§ ļ§st 

2.1 KŢģe, jej² funkce a stavba 

KŢģe je nejvŊtġ²m orgánem lidského tŊla s celkovou plochou aģ 1,85 m2 a tvoŚ² pŚibliģnŊ 

16 % tŊlesn® hmotnosti.1 K z§kladn²m ¼loh§m kŢģe patŚ² funkce ochranná (sluneļn² z§Śen², 

mechanick® a tepeln® vlivy, ztr§ta vody, vstup patogenŢ), dĨchac² (v mal® m²Śe pŚemŊna 

dĨchac²ch plynŢ), resorpļn² (vstŚeb§v§n² l§tek napŚ. pŚi topick®m pod§n² l®ļiv), 

metabolick§ (pŚemŊna cholesterolu, tvorba cholekalciferolu, ukl§d§n² tuku), vyluļovac² 

(regulace tŊlesn® teploty ï pocen²), smyslov§ (receptory doteku, zmŊna teploty a tlaku) a 

funkce z§sob§rny krve (vl§seļnice ï krevní rezervoár).2 

Lidsk§ kŢģe se skl§d§ ze 3 vrstev (Obr. 1):  

¶ Epidermis ï svrchn² vrstva kŢģe; epitel, jehoģ z§kladem jsou keratinocyty ï 

zploġtŊl® epiteli§ln² buŔky, kter® se bŊhem migrace k povrchu diferencuj² a naplŔuj² 

se keratinem. Pot® nahrazuj² pŢvodn² povrchov® buŔky, kter® odum²raj² a odlupuj² 

se.1,2,3 Dále obsahuje Langerhansovy buŔky, Merkelovy buŔky a melanocyty, které 

vytv§Śejí tmavý pigment ï melanin. 

Epidermis se dŊl² se na 5 podvrstev: 

1. Povrch tvoŚ² zrohovatŊl§ vrstva stratum corenum, kde se vyskytují 

keratinocyty. PŚedstavuje pŚedevġ²m mechanickou ochranu pŚed patogeny a 

vysycháním; 

2. pod ní se nachází vrstva prŢsvitnĨch bunŊk ï stratum lucidum; 

3. dalġ² vrstvou je stratum granulosum, kde zaļ²n§ proces keratinizace; 

4. hloubŊji je vrstva vŚetenovitĨch ostnitĨch bunŊk ï stratum spinosum; 

5. posledn² je vrstva z§rodeļn§, kde vznikaj² keratinocyty ï stratum basale.1,2 

 

¶ Dermis ï vrstva poskytující oporu epidermis. Obsahuje vazivo s elastickými a 

kolagenn²mi vl§kny, nervov§ zakonļen², c®vn² a lymfatickĨ syst®m, vlasov® 

folikuly a potn² ģl§zy.1,2,3 

¶ Hypodermis ï nejspodnŊjġ² vrstva je tvoŚena tukem a pojivovou tk§n², m§ funkci 

endokrinn² a izolaļn²1,2 
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2.2 Stratum corneum, keratinocyty a lipidy v koģn² bari®Śe 

NejsvrchnŊjġ² vrstva kŢģe pozemskĨch savcŢ, stratum corneum (SC), chr§n² tŊlo pŚed 

vysycháním a vniknutím látek z venkovn²ho prostŚed². SC se skl§d§ ze zrohovatŊlĨch 

bunŊk, korneocytŢ (posledn² vĨvojov® st§dium keratinocytŢ), obklopenĨch extracelulární 

matrix vysoce uspoŚ§danĨch lipidŢ. Tyto lipidy se skládají z ceramidŢ (Cer), volnĨch 

mastných kyselin (MK) a cholesterolu (Chol), v pŚibliģnŊ ekvimol§rn²m pomŊru, a 

minoritních sloģek jako je cholesteryl sulfát (CholS).4 

Ochrana mezi tŊlem a vnŊjġ²m prostŚed²m se mus² neust§le obnovovat vznikem tzv. 

keratinocytŢ, kter® proch§zej² urļitĨm cyklem, kterĨ konļ² jejich diferenciací a jejich 

odlupováním. Diferenciované keratinocyty migrují na povrch SC a slouģ² jako mechanick§ 

a chemická ochrana, která spoleļnŊ s okoln²mi lipidy tak® vytv§Ś² vodŊodolnou vrstvu. 

Korneocyty mají místo plazmatické membrány korneocytární obálku (cornified cell 

envelope), coģ je velice tuhá polymerov§ struktura, kter§ je tvoŚena dvŊma ļ§stmi: 

bílkovinnou obálkou a lipidovou obálkou. Bílkovinná obálka obsahuje proteiny jako napŚ. 

involucrin, loricin, cystatin A nebo desmosomální bílkoviny. Lipidová obálka se nachází 

na vnŊjġ² stranŊ, kde je pŚipojena k bílkovinné obálce kovalentní vazbou, a tvoŚ² ji 

jednomolekulární vrstva pŚev§ģnŊ ɤ-hydroxylovaných ceramidŢ.9 

Obrázek 1. Stavba kŢģe: epidermis, dermis a hypodermis a jejich 

komponenty.8 
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Cer v kŢģi jsou heterogenn² tŚ²da sfingolipidŢ, kter® jsou nepostradateln® pro epiderm§ln² 

homeostázu. Zatím bylo v lidsk® SC identifikov§no 15 tŚ²d volnĨch Cer. Tyto tŚ²dy jsou 

zaloģen® na 5 rŢznĨch sfingoidn²ch z§kladech a 3 druzích N-acyl ŚetŊzcŢ vļetnŊ ultra-

dlouhého acyl Cer (EO-class Cer), který obsahuje 30-34C dlouhé acylové ŚetŊzce 

s kyselinou linolenovou spojenou s ɤ-hydroxylem esterovou vazbou. Cer mají obvykle 2 

ŚetŊzce.5 Pro Cer v lidsk® koģn² bari®Śe jsou typické velmi dlouhé (20-26C), nebo ultra-

dlouh® (>28C) acylov® ŚetŊzce.4-6  

Lipidov§ matrix funguje jako hlavn² cesta pŚestupu l§tek pŚes SC.9 Proto je pro bariérovou 

funkci kŢģe dŢleģit® jej² spr§vn® sloģen² a organizace lipidŢ. Poruġen² nebo odchylky od 

homeost§zy lipidŢ zpŢsoben® zmŊnou metabolismu lipidŢ m§ ļasto za n§sledek nŊkter§ 

koģn² onemocnŊn².7 TypickĨm pŚ²kladem poruġen² koģn² bari®ry je atopickĨ ex®m.10 

  

2.3 Povrchov® napŊt² (ɔ) 

ĂPovrchov® napŊt² je vlastnost povrchu tekutiny, která je pomocí kohezivních sil jejích 

molekul schopna odolat vnŊjġ² s²le.ñ 11 

Molekula vody je tvoŚena 2 atomy vod²ku spojených kovalentní vazbou k 1 atomu kyslíku. 

Kysl²k m§ vysokou elektronegativitu, tud²ģ m§ silnĨ parciální negativní náboj, zatímco 

vodíky mají parciální pozitivní náboj, coģ vede k elektrostatick® pŚitaģlivosti mezi atomem 

vodíku jedné molekuly a atomem kyslíku druhé molekuly. Vznikají tzv. vodíkové 

mŢstky.12 

Povrchov® napŊt² ɔ (Obr. 2) je tvoŚeno kohezivními sílami mezi molekulami tekutiny, 

resp. vody na hladinŊ.11,12 Na tyto molekuly nepŢsob² s²ly ostatn²ch molekul ze vġech stran 

(tedy ne na rozhraní voda-vzduch), a tud²ģ se k sobŊ pŚitahuj² silnŊjġ²mi sílami neģ ty, kter® 

jsou v tekutinŊ, tedy Ăpod nimiñ. To tak® zabraŔuje molekul§m na hladinŊ, aby podlehly 

sil§m, kter® je Ătahaj² do tekutinyñ, a tak se sice hladina nehrout², avġak se tekutina snaģ² 

vytvoŚit co nejmenġ² povrch, coģ je dŢvodem proļ voda tvoŚ² kapky.  
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Povrchov® napŊt² tedy tvoŚ² bari®ru mezi hladinou vody a atmosf®rou. KromŊ merkuru 

(500 mM/m) m§ voda ze vġech tekutin nejsilnŊjġ² povrchov® napŊt² (72,8 mN/m).11-13 

NapŚ²klad hmyz, kterĨ plave na hladinŊ, vyuģ²v§ povrchov®ho napŊt² vody.11 

Povrchov® napŊt² mŢģeme vyj§dŚit vztahem: 

ɔ = (Fɻ/ɻ S)T,V,ni = ( Gɻ/ɻ S)T,P,ni 

Kde ɔ je povrchov® napŊt², S je plocha hladiny, F je Helmholtzova volná energie a G je 

Gibbsova volná energie.  Teplota T, objem V, tlak P a mnoģstv² vġech komponent ni jsou 

konstantní.13  

 

2.4 Surfaktanty  

Surfaktanty jsou povrchovŊ aktivn² l§tky, kter® jsou schopny vytvoŚit monovrstvu na 

rozhraní fáze tekutina-vzduch. Tato schopnost závisí na jejich amfifilních vlastnostech, 

tedy hydrofiln²ch (ve vodŊ rozpustné) a hydrofobn²ch (ve vodŊ nerozpustné), a dále na 

rovnováze mezi nimi ï velikost hydrofobn²ho ŚetŊzce a s²la hydrofiln² Ăhlaviļkyñ (velikost, 

polarita, n§boj). Pokud jsou ŚetŊzce pŚ²liġ kr§tk®, l§tka je pŚ²liġ rozpustn§, disperguje se 

v kapalinŊ a vytvoŚ² micely. Pokud obsahuje s kr§tkĨm ŚetŊzcem i pŚ²liġ silnou pol§rn² ļ§st, 

látka se v subf§zi rozpust² ¼plnŊ. Aby se l§tka nerozpustila a vytvoŚila stabiln² monovrstvu, 

mus² m²t ŚetŊzce dlouh® s v²ce neģ 12 uhl²ky (CH2)n, n>12. V pŚ²padŊ, ģe je ŚetŊzec zase 

moc dlouhý má molekula tendenci na hladinŊ krystalizovat. 

Obrázek 2. Povrchové napŊt² tvoŚ² bari®ru na rozhran² f§ze tekutina-vzduch.12 
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NejbŊģnŊji zkoumanĨmi amfifilními molekulami v membr§nŊ jsou mastn® kyseliny, 

fosfolipidy a glykolipidy. Dále cholesterol, steroid nacházející se v bunŊļn® membr§nŊ ve 

velk®m mnoģstv², mŢģe vytvoŚit nerozpustnou monovrstvu, avġak vŊtġinou se ve studi²ch 

pouģ²v§ spoleļnŊ s jinými fosfolipidy.14 

 

2.5 Povrchový tlak  

Fázové rozhraní tekutina-vzduch obsahuje volnou energii vzniklou z rozd²lu prostŚed² 

molekul na hladinŊ a tŊch v tekutinŊ Ăpod nimiñ.  

Povrchov® napŊt² tekutiny mŢģe bĨt vn²m§no jako negativn² tlak vznikaj²c² pŚitaģlivĨmi 

silami mezi molekulami v interf§zi, kterĨ je d§le sniģov§n tvoŚ²c² se monovrstvou amfifiln² 

l§tky. To m§ za n§sledek sn²ģen² voln® energie syst®mu, coģ je zpŢsoben® interakcemi mezi 

hydrofilními pol§rn²mi skupinami a molekulami vody na hladinŊ, a tedy sn²ģen² i 

povrchov®ho napŊt² a zvŊtġen² plochy interf§ze vzduch/voda.13,15  

Pokud je plocha hladiny dostateļnŊ velk§ pro tvorbu monovrstvy a mnoģstv² surfaktantu 

je dostateļnŊ malé, aby se omezily interakce mezi amfifilními molekulami, má monovrstva 

minim§ln² efekt na povrchov® napŊt² tekutiny. Zmenġen² plochy pro tvorbu monovrstvy 

posouv§n²m bari®r vede ke sn²ģen² mezimolekulovĨch vzd§lenost², a tud²ģ i ke sn²ģen² 

povrchov®ho napŊt². Molekuly spolu zaļnou interagovat a odpuzovat se navz§jem.  

Povrchov® napŊt² kapaliny mŢģeme definovat jako sílu, která pŢsob² na jednotku d®lky ve 

smŊru paraleln²m k fázovému rozhraní.  

Povrchový tlak  ́je roven sn²ģen² povrchov®ho napŊt² pŚ²tomnost² mezifázové vrstvy. 

ˊ = ɔ0 ï ɔ  [mN/m] 

Kde ɔ0 oznaļuje povrchov® napŊt² ļist® tekutiny, ɔ oznaļuje povrchov® napŊt² tekutiny 

pokryt® vrstvou amfifiln² l§tky. Ze vzoreļku vyplĨv§, ģe hodnota povrchov®ho tlaku 

monovrstvy na hladinŊ vody mŢģe bĨt maxim§lnŊ 72,8 mN/m pŚi 20ÁC, avġak obvykle 

bĨv§ mnohem niģġ².13 
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2.6 Langmuir -Blodgettova technika 

Langmuir-Blodgettova technika (LB) je pravdŊpodobnŊ nejvhodnŊjġ² metoda k manipulaci 

materi§lŢ na molekul§rn² ¼rovni. UmoģŔuje vytvoŚen² ultratenkĨch supra-molekulárních 

organických vrstev s kontrolovanou strukturou.16,17 Princip metody spoļ²v§ ve vytvoŚen² 

monovrstev sloģenĨch z amfifiln²ch molekul, kter® se za konstantn²ho povrchov®ho tlaku 

depozitují z interfáze voda-vzduch na substrát.18 

 Monovrstvy vzniklé LB technikou se vyuģ²vaj² napŚ²klad k modelování biomembrán 

(fosfolipidové modely, biomolekulární interakce), organickému a anorganickému 

Ăcoatingñ materi§lŢ (smart coatings, nanoļ§stice), v elektronick®m prŢmyslu (uhl²kov® 

nanoļ§stice, palivo a sol§rn² buŔky, polovodiļe) a pŚi vyr§bŊn² senzorŢ (biosensory, ion 

sensory).19 

 

2.6.1 Izoterma 

Vznik monovrstvy v interfázi vzduch/voda je zaznamenána grafem izotermy ï závislosti 

povrchov®ho tlaku ˊ [mN/m] na ploġe A dostupn® kaģd® molekule na fázovém rozhraní 

[nm2/molekula] (surface pressure ï area). Tato závislost ukazuje vlastnosti amfifilních 

l§tek a proces vzniku monovrstvy. Izoterma je mŊŚena za konstantn² teploty a pseudo-

rovnov§ģnĨch podm²nek pŚi nepŚetrģitĨm stlaļov§n² monovrstvy a mŊŚen² povrchov®ho 

tlaku.  

Mnoģstv² rozprostŚen®ho surfaktantu je vŊtġinou zpoļ§tku mal®, tud²ģ jsou molekuly na 

hladinŊ vody od sebe ve vŊtġ² vzd§lenosti a pŢsob² na sebe menġ²mi silami ï monovrstva 

je povaģov§na za dvou-rozmŊrnĨ plyn (two-dimensional gas).13,15 

V plynn® f§zi m§ monovrstva malĨ vliv na volnou energii vodn² subf§ze, takģe povrchov® 

napŊt² zŢst§v§ nezmŊnŊno a povrchovĨ tlak je velmi n²zkĨ (<1 mN/m).  

Kdyģ se dostupn§ plocha pro molekuly lipidŢ zmenġuje pohybem mobiln²ch bari®r k sobŊ, 

mezi-molekulov§ vzd§lenost a povrchov® napŊt² se tak® zmenġ².  

Uhl²kov® ŚetŊzce molekul spolu zaļnou interagovat a povrchový tlak stoupá (lift -off point). 

V prŢbŊhu stlaļov§n² vrstvy se amfifiln² molekuly uspoŚ§d§vaj² a monovrstva podstoupí 

nŊkolik f§zovĨch zmŊn podobnĨch f§zovĨm pŚechodŢm mezi troj-rozmŊrným plynem, 

tekutinou a pevnou fází, aģ nakonec vytvoŚ² dokonale srovnanĨ plovouc² film na hladinŊ 
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subf§ze. Tyto f§ze jsou zpŢsoben® rŢznou Ăvolnost²ñ molekul vzorku ï van der 

WaalsovĨmi silami mezi uhlovod²kovĨmi ŚetŊzci, kter® jsou zodpovŊdn® za soudrģnost ve 

vrstvŊ a za s²lu pŚitaģlivĨch a odpudivĨch sil mezi Ăhlaviļkamiñ.  

Jak uģ bylo zm²nŊno, na zaļ§tku pokusu, kdy je prŢmŊrn§ dostupn§ plocha pro molekulu 

velká, se monovrstva nachází v plynn® f§zi (G) a hydrofobn² ŚetŊzce jsou voln®, jelikoģ 

jsou molekulové interakce slabé (Obr. 3). V této fázi je povrchový tlak pod 0,5 mN/m. 

S posouv§n²m bari®r a stlaļov§n²m lipidŢ se uhl²kov® ŚetŊzce zaļnou zvedat, a v pŚ²padŊ 

mastných kyselin, plynn§ f§ze pŚech§z² rovnou na fázi tekutou. V pŚ²padŊ fosfolipidŢ se 

tento dŊj dŊl² na nŊkolik ļ§st²; v grafu izotermy se projeví jako tzv. plateau a povrchový 

tlak se zvĨġ² nad 1 mN/m. Tekut§ f§ze se d§le pŚesouv§ z ĂLiquid Expandedñ (LE), kdy je 

monovrstva jiģ koherentn², ale molekuly st§le maj² nŊjakou Ăvolnostñ, pŚes f§ze ĂLiquid 

Expanded-Liquid Condensedñ (LE-LC) a ĂLiquid Condensedñ (LC), aģ do fin§ln² 

kondenzované dvou-rozmŊrn® pevn® ĂSolidñ f§ze (S). V pevn® f§zi jsou uhl²kov® ŚetŊzce 

krystalizovan® a uniformŊ orientovan® a molekuly jsou k sobŊ pevnŊ pŚimknut® silnĨmi 

pŚitaģlivĨmi silami.13 Pokud se bariéry posouvají dále, povrchovĨ tlak je pŚ²liġ velkĨ 

(kolem 40mN/m)13,20 a monovrstva zkolabuje ï rozdŊl² se na v²ce ļ§st², kter® se na sebe 

nalep². PŚimŊŚenou rychlost² stlaļov§n² lipidŢ a jejich Ăstárnutímñ (ageing time) se dá 

pŚedch§zet kolapsu.13  
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Jsou dva rŢzn® zpŢsoby, jak zaznamenat zmŊnu povrchov®ho tlaku: Langmuirovou v§hou 

(Langmuir balance) a Wilhelmovou destiļkou (Wilhelmy plate). PŚi experimentech v této 

diplomov® pr§ci se izoterma mŊŚila pomoc² Wilhelmovy destiļky. 

Metoda Wilhelmovy destiļky je zaloģena na pŚesn®m mŊŚen² s²ly vznikaj²c² pŢsoben²m 

povrchov®ho napŊt² kapaliny na platinovou destiļku, jeģ je z ļ§sti ponoŚena v subfázi. 

MŊŚen² nejprve prob²h§ na ļist® ploġe a pot® na stejn® ploġe s vytvoŚenou monovrstvou. 

ZmŊna povrchov®ho napŊt² pŚi kondenzaci lipidŢ je pŚepoļ²t§na na povrchový tlak .́13  

 

Obr§zek 3. Izoterma informuje o stabilitŊ monovrstvy ve vzduch/voda subf§zi, 

uspoŚ§d§v§n² molekul ve 2D syst®mu a existenci f§zovĨch zmŊn. Monovrstva 

pŚech§z² z plynn® f§ze (G) pŚes tekutou (LE, LE-LC, LC) po fázi pevnou (S). 

PŚechod f§z² z§vis² na fyzik§lnŊ-chemických vlastnostech amfifilní látky. U MK, 

kter® maj² dlouhĨ uhl²kovĨ ŚetŊzec, nemŢģe vzniknout LE stav. Avġak u fosfolipidŢ, 

kter® maj² 2 uhl²kov® ŚetŊzce, je tento pŚechod moģnĨ.  

Tvar izotermy je dále závislý na podmínkách experimentu: teplota, pH, sloģen² 

subfáze.13
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2.6.2 Typy depozic a transfer ratio 

V z§vislosti na povaze substr§tu se nan§ġen² monovrstev liġ² startovac² pozic². Nulov§ 

poloha substr§tu je vģdy tŊsnŊ nad hladinou. V pŚ²padŊ hydrofobn²ho substr§tu je nad 

hladinou i poļ§teļn² poloha, tedy prvn² vrstva se nan§ġ² vsunut²m skl²ļka do subf§ze, resp. 

vzorku (downstroke). Po první depozici se z hydrofobního substrátu stává hydrofilní ï tzv. 

X-type depozice, jelikoģ ŚetŊzce lipidŢ pŚilnou na hydrofobn²m substr§tu a jejich hydrofiln² 

hlaviļky jsou voln®. Na ty se pak dalġ² vrstva lipidŢ napoj² svĨmi ŚetŊzci (Obr. 4). 

V pŚ²padŊ hydrofiln²ho substr§tu je poļ§teļn² poloha v subfázi a nan§ġen² prob²h§ 

vysunut²m skl²ļka (upstroke) ze subfáze. Po prvn² depozici se hydrofiln² substr§t rovnŊģ 

mŊn² v hydrofobn², jelikoģ hlaviļky pŚilnou k substr§tu a jejich hydrofobn² ŚetŊzce jsou 

volné ï tzv. Z-type depozice. Na jejich ŚetŊzce se svĨmi hlaviļkami pŚipoj² dalġ² vrstva 

lipidŢ. 

Posledním typem depozice je Y-type, kdy na substr§t pŚilnou hlaviļky lipidŢ a na jejich 

voln® ŚetŊzce se svĨmi ŚetŊzci pŚipoj² dalġ² lipidy. Dalġ² vrstva se zase pŚipoj² hlaviļkou na 

hlaviļku.13,16,20 

Typ depozice mŢģe d§le z§viset na podm²nk§ch, jako jsou povrchov® napŊt², rychlost 

depozice, pH, teplota a sloģen² subf§ze.20,21 
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Transfer monovrstvy na substrát se charakterizuje pojmem Ătransfer ratioñ (TR). Aby se 

monovrstva deponovala kvantitativnŊ, mus² bĨt pod konstantn²m povrchovým tlakem. 

Z toho dŢvodu se pouģ²vaj² posuvn® bari®ry, kter® kompenzuj² sniģuj²c² se povrchovĨ tlak, 

a t²m ho udrģuj² konstantn².13 Tahle kompenzace umoģŔuje zmŊŚit TR, coģ je ukazatel 

kvality depozice a je definov§n jako pomŊr zmenġen² plochy obsazené monovrstvou na 

hladinŊ vody k ploġe nanesen® na solidn²m substr§tu.13,20 NejkvalitnŊjġ² transfer se rovn§ 

1.  

Ideální Y-type film je vícevrstevný systém s konstantním TR rovno 1 pro upstroke i 

downstroke depozici.22 VŊtġinou je vġak pro prvn² vrstvu TR > 1 kvŢli nerovnostem 

povrchu substrátu. Ideální rozmezí je TR= 0,8 ï 1,20.13 

Obr§zek 4. Startovac² poloha depozice: na hydrofiln² substr§t se pŚi vynoŚen² 

depozitují hydrofiln² hlaviļky lipidŢ; na hydrofobn² substr§t se pŚi ponoŚen² 

depozituj² hydrofobn² uhl²kov® ŚetŊzce lipidŢ. Typy depozice: Xïtype ï 

hydrofobn² substr§t, kde se stŚ²d§ ŚetŊzec s hlaviļkou; Y-type, kde jsou 2 lipidy 

ŚetŊzcem k sobŊ a dalġ² hlaviļkou k sobŊ; Z-type ï hydrofilní substrát, kde se 

stŚ²d§ hlaviļka s ŚetŊzcem.13 
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2.7 X-ray diffraction (XRD)  

 X-ray diffraction (XRD, v pŚekladu rentgenov§ difrakce) je nedestruktivní analytická 

metoda pouģ²van§ k identifikaci atom§rn² a molekulární struktury organických a 

anorganickĨch l§tek. Metoda je zaloģena na interakci monochromatick®ho rentgenov®ho 

z§Śen² (X-ray) s krystalickĨm vzorkem. Jako zdroj z§Śen² se pouģ²v§ filtrovan§ katodov§ 

trubice (Obr. 6).23  

PŚi prŢchodu monochromatick®ho rentgenov®ho z§Śen² l§tkou doch§z² po interakci 

s elektrony vzorku k difrakci. SmŊr a intenzita difraktuj²c²ch paprskŢ (X-rays) závisí na 

vnitŚn² struktuŚe vzorku a na rozm²stŊn² elektronŢ. Vzorek s pravidelnou strukturou 

(monokrystal) pŢsob² jako difrakļn² mŚ²ģka ve viditeln®m svŊtle.24 XRD metoda mŊŚ² 

intenzitu a úhly difrakce. Intenzita rozptýlen®ho z§Śen² je vidŊna jako funkce ¼hlu rozptylu 

(2theta). Struktura materiálu je stanovena z analýzy úhlu (úhel 2ɗ) a intenzity ï velikosti 

p²kŢ.25 

Ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ se vlny z§Śen² Ăvyruġ²ñ, avġak pŚi dopadu urļitĨm smŊrem se podle 

Braggova zákona znásobí (Obr. 5): 

         2dsinɗ = nɚ 

Kde d je vzdálenost mezi 2 difraktujícími rovinami, ɗ je úhel rozptylu, n je Ś§d (cel® ļ²slo) 

a ɚ je vlnov§ d®lka z§Śen².24,26 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obr§zek 5. Rozptyl z§Śen² po interakci s vrstvou elektronŢ. Vzd§lenost rovin d 

a ¼hel rozptylu ɗ.27 
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Funkci difrakļn²ho ¼hlu vyjadŚujeme jako velikost rozptylového vektoru transferu q, který 

se získá z rovnice: 

q = (4ˊsin ɗ)/ ɚ [nm-1] 

Kde ɗ je ¼hel rozptylu a ɚ vlnov§ d®lka z§Śen².  

Veliļina q nen² z§visl§ na vlnov® d®lce, kter§ z§vis² i na pŚ²stroji. Pomoc² t®to veliļiny, do 

kter® je vlnov§ d®lka jiģ zapoļ²tan§, jsme schopni l®pe srovnat difraktogramy z rŢznĨch 

typŢ mŊŚen². 

Dalġ² dŢleģitou veliļinou je pŚevr§cen§ mezirovinn§ vzd§lenost s (1/d): 

s = q/(2*ˊ)   [nm-1] 

Z t®to pŚevr§cen® hodnoty z²sk§me pomoc² n§sleduj²c²ho vzorce mezirovinnou vzd§lenost 

d:  

d = 1/s   [nm] 

 

Obr§zek 6. XRD pŚ²stroj: zdroj z§Śen² a detektor se pohybuj² k sobŊ. UprostŚed 

se nach§z² vzorek; z§Śen² na nŊj dopad§ z rŢznĨch ¼hlŢ.28 
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Vyuģit² XRD metody je ġirok®, kromŊ urļen² krystalick® struktury materi§lŢ se d§ vyuģ²t 

ke zjiġtŊn², zda je materi§l amorfn², zda obsahuje v²ce krystalickĨch f§z², a d§le napŚ²klad 

velikost mŚ²ģky.25,26,29 

 

2.8 Atomic Force Microscopy (AFM) 

Atomic force microscopy (AFM, v pŚekladu mikroskopie atom§rn²ch sil) je 

mikroskopick§, neoptick§ metoda, kter§ se pouģ²v§ k troj-rozmŊrn®mu zobrazov§n² 

povrchu materi§lu. AFM umoģŔuje pŚesn® a nedestruktivn² mŊŚen² topografickĨch, 

elektrických, magnetických, chemických, optických a mechanických vlastností povrchu 

vzorkŢ ve velmi vysok®m rozliġen².30,31  

MŊŚen² tŊchto vlastnost² materi§lŢ prob²h§ pomoc² AFM sondy s ostrým hrotem (Obr. 7). 

Hrot, který je integrován ve volném konci raménka sondy, je vyroben z kŚem²ku nebo 

nitridu kŚemiļit®ho. PiezoelektrickĨ keramickĨ skener kontroluje later§ln² a vertik§ln² 

pozici AFM sondy vzhledem k povrchu vzorku. Zatímco se AFM hrot hýbe po nerovném 

povrchu s rŢznĨmi vyvĨġeninami a d²rami, poloha ram®nka se mŊn². LaserovĨ paprsek, 

vycházející ze zadn² ļ§sti AFM ram®nka, sleduje tyto zmŊny polohy a odr§ģ² se do 

citliv®ho fotodetekrotu. Polohy bodŢ, kterĨmi AFM hrot projede bŊhem skenov§n², jsou 

zkombinovány a z nich je vygenerován troj-rozmŊrnĨ obraz povrchu vzorku.30  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obrázek 7. AFM: paprsek laseru dopadá na diodu, která je na konci 

pohybujícího raménka. Paprsek se odrazí do fotodetektoru.30 
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3. Experiment§ln² ļ§st 

3.1 Pouģit® chemik§lie a materi§ly 

Ceramid EOS byl pŚipraven na katedŚe organick® a bioorganick® chemie podle 

publikovaného postupu.32 Ceramid NS byl zakoupen od spoleļnosti Avanti Polar Lipids 

(Alabaster, AL, USA). Chol a MK jsou od firmy Sigma-Aldrich Chemie Gmbh 

(Schnelldorf, NŊmecko).  

Skl²ļka se ļistila ve smŊsi Ăpiranha etchñ, coģ je koncentrovan§ smŊs H2SO4 a H2O2 (3:1) 

od firmy PENTA chemicals unlimited (Praha, Ļesk§ republika), a d§le v ultraļist® vodŊ 

MilliQ.  

Roztok dichlordimethylsilanu k silanizaci skl²ļek byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich 

Chemie Gmbh (Schnelldorf, NŊmecko). 

Ultraļist§ voda MilliQ byla z²sk§na pouģit²m filtraļn²ho syst®mu Millipore Q (Merck 

Millipore, Billarica, MA). 

Suroviny k pŚ²pravŊ acet§tov®ho pufru: octan sodnĨ od firmy LACHEMA (Neratovice, 

Ļesk§ republika) a kyselina octová od firmy PENTA chemicals unlimited (Praha, Ļesk§ 

republika). 

Organick§ rozpouġtŊdla byla v analytick® nebo HPLC kvalitŊ (Sigma-Aldrich Chemie 

Gmbh, Schnelldorf, NŊmecko). 

Substrát MICA k nan§ġen² kyseliny behenov® byl zakoupen od SPI Supplies (West 

Chester, Pennsylvania, USA) a kyselina behenová od Fluka Chemie Gmbh (Buchs, 

ĠvĨcarsko). Skl²ļka byla vyrobena firmou BrandÈ GmbH (Wertheim, NŊmecko). 

 

3.2 PŚ²prava skl²ļek (substr§tu) 

V tomto experimentu byly pouģity 2 typy podloģn²ch skl²ļek, na kter® se nan§ġely vrstvy 

lipidŢ ï s hydrofiln²m a hydrofobn²m povrchem. Vģdy bylo potŚeba pŚed experimentem 

skl²ļka vyļistit. 

Skl²ļka se po omyt² jarem a destilovanou vodou oļistila v tzv Ăpiranha etchñ, coģ je smŊs 

koncentrované kyseliny sírové (H2SO4) a peroxidu vodíku (H2O2) v pomŊru 3:1. Tato 
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velmi nebezpeļn§ smŊs slouģila k odstranŊn² veġkerĨch organickĨch neļistot z povrchu 

skl²ļek. Nakonec se skl²ļka opl§chla v ultraļist® vodŊ MilliQ a vloģila do exsik§toru 

k osuġen².  

Pro z²sk§n² skl²ļek s hydrofobn²m povrchem se skl²ļka vyļiġtŊn§ v Ăpiranha etchñ nejprve 

opláchla MilliQ, acetonem a chloroformem (CHCl3). Po osuġen² se vloģila do komŢrky 

speci§lnŊ pro tzv. silanizaci, kter§ byla provedena pomoc² 35 ml 1% roztoku 

dichlordimethylsilanu v CHCl3. Proces trval 24 hodin. Nakonec n§sledovalo ļiġtŊn² 

v ultrazvuku, oplachování v CHCl3 a vysuġen² v exsikátoru.  

 

3.3 Roztoky a pŚ²prava vzorkŢ 

3.3.1 SmŊs NS 

Prvn² smŊs tvoŚil cholesterol (Chol), smŊs mastnĨch kyselin (MK) a Ceramid C24 (CerNS) 

v mol§rn²m pomŊru 1:1:1. PotŚebn® hmotnosti se vypoļ²taly n§sleduj²c²m zpŢsobem: 

Mol§rn² pomŊr Chol:MK:CerNS (1:1:1) 

1) Cholesterol, Sigma (3ɓ-Hydroxy-5-cholestene, M= 386,65 g/mol) 

2) MK smŊs (C16, C18, C20, C22, C24 (1,8%:4,0%:47,8%:38,8%; prŢmŊrn§ M= 

345,58 g/mol)  

3) C24 Ceramide NS, Avanti polar lipids (d18:1/24:0, N-lignoceroyl-D-erythro-

sphingosine, M= 650,113 g/mol) 

 

CHOL  386,65 g/mol 

MK  345,58 g/mol 

CerNS 650,13 g/mol 

386,65 + 345,58 + 650,13 = 1382,36 g/mol 

Celková m = 5 mg 

386,65 éééé.. 1382,36 

  ŷ      x éééééééé.5 mg       ŷ 



27 
 

x= 1,4 mg Chol 

  Tabulka 1. Hmotnosti l§tek pro pŚ²pravu smŊsi NS. 

L§tky se nav§ģily do 1 ml odmŊrnĨch banŊk, rozpustily v rozpouġtŊdle chloroform: 

methanol (CHCl3:MeOH) (2:1) a roztok se doplnil po rysku. 

PŚ²prava smŊsi NS k nastŚikov§n² Linomatem V: 

Z§sobn² roztoky Chol, MK a CerNS se sm²chaly tak, aby vznikla jejich ekvimol§rn² smŊs 

(Tab. 2). 

SmŊs NS 

Látka V [ɛl] 

CHOL 888 å 890 

MK 1623 å 1625 

Cer NS 1830 å 1825 

          Tabulka 2. Podle t®to tabulky se vytvoŚila smŊs NS.  

Tento roztok se vysuġil pod proudem dus²ku a ve vakuu. Pak se smŊs NS rozpustila ve 

smŊsi Hexan:ethanol (EtOH) 96% (2:1) pŚi koncentraci 4,5 mg/ml. 

 

3.3.2 SmŊs EOS/NS 

SmŊs EOS/NS byla tvoŚena cholesterolem (Chol), smŊsí mastnĨch kyselin (MK) a smŊsí 

ceramidu EOS a ceramidu NS (CerEOS:CerNS) v mol§rn²m pomŊru 1:1:(0,3:0,7). Molární 

pomŊr Chol:MK:Cer 1:1:1, kde Cer se skl§d§ z CerEOS:CerNS v mol§rn²m pomŊru 

0,3:0,7.  

PotŚebn® hmotnosti se vypoļ²taly n§sleduj²c²m zpŢsobem: 

Mol§rn² pomŊr Chol:MK:(CerEOS:CerNS) (1:1:(0,3:0,7)). 

Látka Vypoļten® mg Vypoļten® g Nav§ģen® g 

Chol 1,4 0,0014 0,00315 

MK 1,25 0,00125 0,00154 

CerNS 2,35 0,00235 0,00257 
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1) Cholesterol Sigma (3ɓ-Hydroxy-5-cholestene, M= 386,65 g/mol) 

2) MK smŊs (M= 345,58 g/mol) 

3) C24 Ceramide NS, Avanti polar lipids (d18:1/24:0, N-lignoceroyl-Derythro-

sphingosine, MW= 650,113 g/mol) 

+ Ceramide EOS (M= 1040,68 g/mol) = 0,7:0,3 

 

Chol   386,65 g/mol 

MK   345,58 g/mol 

CerNS  650,13 g/mol 

CerEOS  1040,68 g/mol 

386,65 + 345,58 + [(650,13 x 0,7) + (1040,68 x 0,3)] = 1499,515 g/mol 

Celková m = 6mg 

386,65 éééé.. 1499,515 

ŷ X éééééééé.6 mg       ŷ 

x = 1,55 mg Chol 

Látka Vypoļten® mg Vypoļten® g Nav§ģen® g 

Chol 1,55 0,00155 0,00190 

MK 1,38 0,00138 0,00179 

CerNS 1,82 0,00182 0,00186 

CerEOS 1,25 0,00125 0,00145 

          Tabulka 3. Hmotnosti l§tek pro pŚ²pravu smŊsi EOS/NS 

L§tky se nav§ģily do 1 ml odmŊrnĨch banŊk, a rozpustily v rozpouġtŊdle CHCl3:MeOH 

(2:1), s roztok se doplnil po rysku. 

PŚ²prava smŊsi EOS/NS k nastŚikov§n² Linomatem V: 

Zásobní roztoky Chol, MK, CerEOS a CerNS se smíchaly tak, aby vznikla jejich 

ekvimol§rn² smŊs (Tab. 4). 
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SmŊs EOS/NS 

Látka V [ɛl] 

CHOL 814 å 810 

MK 772 å 770 

Cer NS 979 å 980 

Cer EOS 862 å 860 

  Tabulka 4. Podle t®to tabulky se vytvoŚila smŊs EOS/NS.  

Tento roztok se vysuġil pod proudem dus²ku a ve vakuu. Pak se smŊs EOS/NS rozpustila 

ve smŊsi Hexan:EtOH 96% (2:1) pŚi koncentraci 4,5 mg/ml. 

 

3.3.3 PŚ²prava roztoku kyseliny behenov® k depozici na substrát pomocí 

LB techniky 

Roztok o koncentraci 1 mg/ml vznikl rozpuġtŊn²m kyseliny behenov® ve smŊsi 

CHCl3:MeOH (3:1). 

 

3.3.4 PŚ²prava acet§tov®ho pufru pro depozici vzorku NS na substr§t 

pomocí LB techniky 

PŚi nan§ġen² smŊsi NS na skl²ļko se jako pufr m²sto vody pouģil acet§tovĨ pufr, jelikoģ je 

fyziologick® pH kŢģe (SC) 5,5. 

Pufr se pŚipravil dle n§vodu: 

pH = 5,50  10 mM 

500 ml  inotová síla = 0,0008 M 25 °C 

Kyselina octová = 0,0007 mol M= 60,05 

Octan sodný = 0,0042 mol  M= 136,08  x 3 H2O 

m octan sodný = 0,0042 x 136,08 = 0,5715 g  

m k. octová= 0,0007 x 60,05 = 0,042 g (99 %)  
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Hustota (ɟ)= 1,050 g/ml 

ɟ= m/V -> V= m/ɟ= 0,042/1,05 = 0,04 ml  

V k. octová = 40 ɛl 

Po pŚ²pravŊ se zmŊŚilo pH acet§tov®ho pufru pH-metrem. 

 

3.4. Linomat V 

Jednou z moģnost², jak nan®st vrstvy lipidŢ na substr§t je s pouģit²m Linomatu V. Jedn§ se 

o pŚ²stroj, kterĨ pomoc² stŚ²kaļky a plynn®ho dus²ku nastŚikuje roztok lipidŢ na substr§t. 

Dusík se získává z tlakov® l§hve, kter§ je hadiļkou pŚipojena k Linomatu V. PŚi 

nastŚikov§n² se stolek pod stŚ²kaļkou posouv§ ve smŊru osy x; nastŚikov§n² vzorku na 

plochu je zajiġtŊno pŚ²davnĨm posunem ve smŊru osy y. Substr§t se pŚipevŔuje ġt²tkama 

na plochu pod jehlou. 

Linomat V je ovládán poļ²taļem pomoc² aplikace winCATS, kde se pŚednastav² potŚebn® 

pokyny k zah§jen² procesu nan§ġen². Je potŚeba si ohl²dat, aby byl po spuġtŊn² Linomat V 

Ăonlineñ, tedy spojen s poļ²taļem a pŚipraven k vĨkonu. Po kaģd®m nanesen² se stŚ²kaļka 

znovu naplní vzorkem, posune se na startovací místo a na Linomatu V se stlaļ²  tlaļ²tko 

ĂRunñ. 

V tomto experimentu se pouģil Linomat V (Camaq, Muttenz, ĠvĨcarsko). 

 

3.4.1 PŚ²prava vzorkŢ na nastŚikov§n² 

SmŊs NS: 

Do vialky s vysuġenou smŊs² NS se pŚidalo 1,1 ml rozpouġtŊdla Hexan:EtOH 96% (2:1). 

Roztok se uchovával v mrazáku. 

c = 4,5 mg/ml 

m = 5 mg 

c = m/V -> V= m/c = 5/4,5 = 1,111 ml rozpouġtŊdla 
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SmŊs EOS/NS:  

Do vialky s vysuġenou smŊs² EOS/NS se pŚidalo 1,33 ml rozpouġtŊdla Hexan:EtOH 96% 

(2:1). Roztok se uchovával v mrazáku. 

c = 4,5 mg/ml 

m = 6 mg 

c = m/V -> V= m/c = 6/4,5 = 1,33 ml rozpouġtŊdla 

Po zapnut² Linomatu V se zkontroloval tlak dus²ku, kterĨ se reguluje uz§vŊrem na velk® 

tlakové láhvi. Na PC se spustil program winCATS -> File -> SCS-8-1-2009.cna -> run -> 

execute next step. 

Z§kladn² sch®ma nastŚikov§n² 

Vzorek m lipidu [mg]  ZŚedŊn² Poļet 

n§stŚikŢ 

V1 n§stŚiku 

vzorku [ɛl] 

1. 1,35 x 3 100 

2. 0,45 x 1 100 

3. 0,0675 15 ɛl vzorku + 

85 ɛl rozp. 

1 100 

4. 0,027 20 ɛl vzorku + 

80 ɛl rozp. 

3 100 

5. 0,009 20 ɛl vzorku + 

80 ɛl rozp. 

1 100 

             Tabulka 4. Z§kladn² sch®ma nastŚikov§n² Linomatem V. 

SmŊs NS:  CerNS/MK(16-24)/CHOL =1:1:1 mol/mol/mol 

hydrofilní  ï n§stŚik ļ. 1 byl proveden jen 2x (nedostatek vzorku) 

hydrofobní ï n§stŚik probŊhl bez probl®mŢ 

SmŊs EOS/NS (CerEOS/CerNS)/MK(16-24)/CHOL=(0.3:0.7):1:1 mol/mol/mol 

hydrofilní ï n§stŚiky 4 a 5 byly provedeny na jinou v§rku vyļiġtŊnĨch 

skl²ļek neģ 1, 2, 3 

hydrofobní ï vysuġov§n² vzorku bylo zpomalen®  
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Skl²ļka se po nastŚikov§n² nechala usuġit v exsik§toru ve vakuu a vloģila se do plechovĨch 

kel²mkŢ na teflonovĨ podstavec. Do kel²mkŢ se nalila voda, aby byl vzorek ve 100% 

relativn² vlhkosti. Kel²mky se vzorky se n§slednŊ vloģily do studen® trouby, kde po zapnut² 

trouby docházelo k procesu Ăannealingñ na 70 ÜC Ñ 2 ÜC na 10 minut. Po procesu 

Ăannealingñ se vzorky nechaly 4 hodiny pomalu vychladnout na pokojovou teplotu.  

 

3.5 Langmuir ï Blodgettova technika 

Dalġ² moģnost², jak nan®st vrstvu lipidŢ na substr§t je pomoc² Langmuir-Blodgettovy 

techniky. ZaŚ²zen² se skl§d§ z plytk® Ăn§dobkyñ nebo Ăvaniļkyñ z teflonu - hydrofobní a 

lipofóbní ï 170 x 50 mm, 8500 mm2. UprostŚed t®to Ăvaniļkyñ se nach§z² prohlubeŔ, do 

kter® se ponoŚuje substr§t pŚi nan§ġen² vrstvy, tzv Ădippingñ (depozice). Do vaniļky se 

nalije pufr, do kter®ho se ponoŚ² teplomŊr a platinovĨ pl²ġek (Wilhelmy plate), kterĨ mŊŚ² 

povrchový tlak .́ Na oba kraje vaniļky se pŚipevn² hydrofiln² bari®ry, kter® se posouvaj² 

k sobŊ a od sebe. Vaniļka je pŚipojena dvŊma hadiļkami k termostatu, který reguluje a 

udrģuje potŚebnou teplotu pufru.  

Vaniļka se ovl§d§ aplikac² v poļ²taļi nebo kontroln² jednotkou.  

V tomto experimentu se pouģil pŚ²stroj Langmuir ï Blodgett Trough (KVS NIMA, Espoo, 

Finsko). 

 

3.5.1 PŚ²prava vaniļky a ļiġtŊn² pufru ï obecný postup 

Vaniļka byla pŚipojena k poļ²taļi aplikací KSV NIMA. Zapnul se modem, termostat a 

chlazen². Nastavila se poģadovan§ teplota - set point. 

Do ļist® a such® vaniļky se nalil pufr, pŚipevnily se na oba kraje zar§ģky, vloģil teplomŊr, 

na h§ļek nad vaniļkou se zavŊsil platinovĨ pl²ġek. Pokud se prov§dŊla depozice, tak se do 

kol²ku nad vaniļkou pŚipevnil substr§t, na kterĨ se mŊl nan§ġet vzorek, a nad hladinou se 

vynulovala jeho poloha. 

Neģ se mohl zaļ²t nan§ġet vzorek na hladinu pufru a prov§dŊt jakĨkoliv experiment, bylo 

potŚeba se ujistit, ģe na vaniļce nebo v pufru nejsou ģ§dn® neļistoty a teplota vaniļky je 

stálá. V otevŚen® aplikaci v tabulce ĂManual Control Unitñ se vynulovalo ĂBalance 
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Controlsñ a ĂBarrier 1 Controlsñ. PŚ²kazem ĂCloseñ se k sobŊ zaļaly posouvat bari®ry, 

kter® se zastavily po stisknut² ĂStopñ, kdyģ od sebe byly v poģadovan® vzdálenosti. Na 

modulu se zkontrolovala hodnota povrchov®ho napŊt²; poģadovan§ hodnota musela bĨt 

pod 0,09 mN/m. Pokud byla namŊŚen§ hodnota nad 0,09 mN/m, znamenalo to, ģe se 

v pufru nacházelo pŚ²liġ mnoho neļistot, kter® bylo potŚeba odstranit. To se prov§dŊlo 

Pasteurovou pipetou tŊsnŊ na rozhran² bari®ry po obvodu, kde se tyto neļistoty 

koncentrovaly nejv²ce, a nabralo se mal® mnoģstv² pufru. Bari®ry se pŚ²kazem ĂOpenñ 

odsunuly od sebe, vynulovala se váha, znovu se bariéry posunuly k sobŊ a zkontrolovalo 

se napŊt². V pŚ²padŊ, ģe nebyla poģadovan§ hodnota, proces ļiġtŊn² se opakoval. Tyto kroky 

byly pro vġechny n§sleduj²c² pokusy stejn®.  

3.5.2 MŊŚen² izotermy kyseliny behenov® 

Tento pokus slouģil k seznámení se s technikou a z²sk§n² pŚedstavy, jak se chov§ tzv. 

Langmuirova monovrstva. PŚ²prava vaniļky a ļiġtŊn² subfáze bylo provedeno dle obecného 

postupu v pŚedchoz² podkapitole. 

PŚi mŊŚen² izotermy kyseliny behenov® se jako subfáze pouģila ultraļist§ voda MilliQ. 

MŊŚila se dohromady tŚikr§t pŚi teplotŊ 25 ÁC. 

Kdyģ bylo jist®, ģe je subfáze ļistá a vġechno bylo vynulovan®, nastavil se v poļ²taļi 

zaļ§tek z§kroku. Vybrala se moģnost ĂIsoñ ï mŊŚen² izotermy ï a vyplnila se tabulka 

ĂExperimental setupñ n§sledovnŊ: 

     

Tabulka 5. Nastaven² experimentu mŊŚen² izotery kyseliny behenov®. 

 

Name: Kar Behen 1,2,3  

Wilhelmy, Perim: 39,240 mm  

Subphase: voda 25,0 °C pH 7,00 

Substance: Behenová kyselina Conc.: 1 mg/ml 

MW: 340,6 Volume: 10,00 ɛl  

Substrate: mica  

Shape: Rectangle Height: 15,00 mm Width: 15,00 mm 
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Experimental setup:  

Do stŚ²kaļky se nabralo poģadovan® mnoģstv² kyseliny behenov® a na kaģdou polovinu 

vaniļky se nakapalo po 3 kapk§ch (dohromady 10 ɛl). Po nanesen² se muselo ze vzorku 

nechat odpaŚit rozpouġtŊdlo po dobu 20 minut.  

Vyplnila se tabulka ĂThrough1 Controlsñ a stisklo se ĂGoñ, ļ²mģ se zaļaly k sobŊ posouvat 

bariéry, a tím stlaļovat ļ§stice vzorku bl²ģe k sobŊ, dokud nebyla dosaģena c²lov§ hodnota 

povrchového tlaku.  

Trough1 Controls: 

 

 

 

 

 

                   Tabulka 6. Nastavení posunu bariér. 

BŊhem tohoto procesu stlaļov§n² se na poļ²taļi ukazoval graf izotermy (Surface pressure 

versus Mean molecular area).  

ĻiġtŊn² vaniļky bylo provedeno dle obecn®ho postupu (viz dále). 

 

3.5.3 Nan§ġen² kyseliny behenov® na substr§t 

Tento pokus slouģil k seznámení se s technikou a z²sk§n² pŚedstavy, jak bude prob²hat 

nan§ġen² vzorku NS na substr§t. 

PŚ²prava vaniļky a ļiġtŊn² subfáze bylo provedeno dle obecného postupu. 

K nan§ġen² se pouģil stejnĨ vzorek jako u pŚedchoz²ho pokusu. Jako subfáze se pouģila 

ultraļist§ voda MilliQ a jako substr§t ļerstvŊ uġt²pl§ MICA (sl²da), kter§ se pŚichytila do 

kol²ku nad vaniļkou a ponoŚila se do pufru. Vzorek se nan§ġel pŚi teplotŊ 22 ÜC. 

From Go to Target Rec On 

Surface Pressure 1 Cycle   

Gain control: 1,0 

Target: 60,0 mN/m 

Rate: 10,0 mm/min 
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Kdyģ bylo jist®, ģe je subfáze ļistá, substr§t ponoŚenĨ v kapalinŊ a vġechno bylo 

vynulované, nastavil se v poļ²taļi zaļ§tek z§kroku. Vybrala se moģnost ĂDipñ ïnan§ġen² 

vzorkuï a vyplnila se tabulka ĂExperimental setupñ n§sledovnŊ: 

Experimental setup: 

 

 

 

 

 

 

 

Tabulka 7. Nastaven² experimentu nan§ġen² kyseliny behenov® na substr§t. 

Do stŚ²kaļky se nabralo poģadovan® mnoģstv² kyseliny behenov® a na kaģdou polovinu 

vaniļky se nakapalo po 3 kapk§ch (dohromady10 ɛl). Po nanesen² se muselo ze vzorku 

nechat odpaŚit rozpouġtŊdlo po dobu 20 minut.  

Vyplnila se tabulka ĂThrough1 Controlsñ a stisklo se ĂGoñ, ļ²mģ se zaļaly k sobŊ posouvat 

bari®ry, a t²m stlaļovat molekuly vzorku bl²ģe k sobŊ, dokud se nevytvoŚila souvisl§ vrstva.  

 Trough1 Controls: 

 

 

 

 

 

                 Tabulka 8. Nastavení pohybu bariér. 

Name: Kar Behen dip 1,2,3  

Wilhelmy, Perim: 39,240 mm  

Subphase: voda 22,0 °C pH 7,00 

Substance: Behenová kyselina Conc.: 1 mg/ml 

MW: 340,6 Volume: 10,00 nl  

Substrate: mica  

Shape: Rectangle Height: 15,00 mm Width: 15,00 mm 

From Go to Target Rec On 

Surface Pressure 1 Cycle   

Gain control: 1,0 

Target: 30,0 mN/m 

Rate: 10,0 mm/min 
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BŊhem tohoto procesu stlaļov§n² se na poļ²taļi ukazoval graf izotermy (Surface pressure 

versus Mean molecular area).  

Jakmile byl proces dokonļen, objevila se tabulka ĂDipper controlsñ, kde se vyplnily 

potŚebn® ¼daje: 

Dipper Controls: 

Upper limit: 5,0 mm 

Speed Up: 1,0 mm/min 

Lower limit: -5,2 mm 

Speed down: 0 s 

Number of Layers: 1 

 Tabulka 9. Nastaven² prŢbŊhu nan§ġen². 

 

 

Tabulka 10. Doln² limit zasouv§n² substr§tu pŚi 3 rŢznĨch experimentech. 

 Monovrstva se pŚi tlaku (ˊ) 30 mN/m nechala 15 minut stabilizovat, neģ se spustil proces 

depozice. Míca se pomalu vysouvala z pufru za souļasn®ho pŚibliģov§n² bari®r. 

Vġechno se zaznamen§valo v grafu ĂTransfer and Surface pressure1 Versus Layer Noñ.  

Pokaģd® se nan§ġela 1 vrstva, po kter® se vyļistila vaniļka, a celĨ proces se znovu opakoval 

s tím samým substrátem (MICA). 

Transfer monovrstvy na substrát probíhal za povrchového tlaku 30 mN/m. 

ĻiġtŊn² vaniļky bylo provedeno dle obecn®ho postupu (viz dále). 

 

3.5.4 Depozice vzorku NS na substrát 

PŚ²prava vaniļky a ļiġtŊn² pufru bylo provedeno dle obecn®ho postupu. 

Kar Behen Dip 1,2: Lower limit = -5,2 mm 

Kar Behen Dip 3: Lower limit = -5,8 mm 
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K nan§ġen² se pouģil vzorek NS a jako subfáze se pouģil acet§tovĨ pufr 10 mM, pH= 5,51. 

Vzorek se pŚi kaģd®m dipu nan§ġel souļasnŊ na 2 spojená hydrofiln² skl²ļka, kter§ se 

pŚichytila na kol²k za roh, aby byl vzorek na troj¼heln²kov® ploġe. Depozice prob²hala pŚi 

teplotŊ 22 ÁC. 

Kdyģ bylo jist®, ģe je pufr ļistĨ, substr§t ponoŚenĨ v pufru, a vġechno bylo vynulovan®, 

nastavil se v poļ²taļi zaļ§tek z§kroku. Vybrala se moģnost Dip ïnan§ġen² vzorkuï a 

vyplnila se tabulka ĂExperimental setupñ n§sledovnŊ: 

Experimental setup: 

Name:  Kar NS Dip 1,2,3 

Wilhelmy, Perim: 39,240 mm 

Subphase: 

acetátový pufr 

22,0 

°C 

pH 5,50 

Substance: NS Conc.: 1 mg/ml 

MW: 

460,8 

Volume: 15,00 nl 

Substrate: glass wafer 9x9 mm2 

Shape: 

Rectangle 

Height: 9,00 

mm 

Width: 

9,00 mm 

Thickness: 

0,15 mm 

      Tabulka 11. Nastaven² experimentu nan§ġen² vzorkŢ lipidŢ na substrát. 

Do stŚ²kaļky se nabralo poģadovan® mnoģstv² vzorku NS a na kaģdou polovinu vaniļky se 

nakapalo po 3 kapk§ch (dohromady 15 ɛl). Po nanesen² se muselo ze vzorku nechat odpaŚit 

rozpouġtŊdlo po dobu 20 minut.  

Vyplnila se tabulka ĂThrough1 Controlsñ a stisklo se ĂGoñ, ļ²mģ se zaļaly k sobŊ posouvat 

bari®ry, a t²m stlaļovat molekuly vzorku bl²ģe k sobŊ, dokud se nevytvoŚila souvisl§ vrstva. 
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Trough1 Controls: 

 

 

 

 

 

     

      Tabulka 12. Nastavení pohybu bariér. 

BŊhem tohoto procesu stlaļov§n² se na poļ²taļi ukazoval graf izotermy (Surface pressure 

versus Mean molecular area).  

Jakmile byl proces dokonļen, objevila se tabulka ĂDipper controlsñ, kde se vyplnily 

potŚebn® ¼daje: 

Dipper Controls: 

Upper limit: 5,0 mm 

Speed Up: 0,5 mm/min 

Lower limit: -9,3 mm 

Speed down: 6,0 s 

Number of Layers: 3 (4) 

  Tabulka 13. Nastavení pohybu substrátu. 

Kar NS dip 1: Number of layers = 3 

Kar NS dip 2,3: Number of layers = 4  

Tabulka 14. Poļet vrstev pŚi 3 experimentech. Naneseno na 2 stejn§ skl²ļka souļasnŊ. 

Monovrstva se pŚi tlaku (ˊ) 30 mN/m nechala 15 minut stabilizovat, neģ se spustil proces 

depozice. Substrát se pomalu vysouval z pufru, zpátky zasunul do pufru a nakonec zase 

vysunul.  

From Go to Target Rec On 

Target options: Surface 

Pressure 

1 Cycle   

Gain control: 1,0 

Target: 30,0 mN/m 

Rate: 10,0 mm/min 
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Vġe se zaznamen§valo v grafu ĂTransfer and Surface pressure1 Versus Layer Noñ.  

Transfer monovrstvy na substrát probíhal za povrchového tlaku 30 mN/m. 

ĻiġtŊn² vaniļky bylo provedeno dle obecn®ho postupu (viz d§le). 

 

3.5.5 ĻiġtŊn² vaniļky ï obecný postup 

Vaniļka se ļistila na konci experimentu nebo mezi nimi. 

Vypnul se termostat, skl²ļko s nanesenĨm vzorkem se schovalo do zkumavky, ods§vaļkou 

se odsál pufr z vaniļky a odejmuly se bari®ry. Bari®ry se opl§chly ultraļistou milliQ a 

pouze MeOH. Odpojily se hadiļky, kter® vedou z termostatu od vaniļky, sundal se 

teplomŊr a pl²ġek a vaniļka se vyjmula ze stojanu. Pokud na vaniļce pŚilnula nŊjak§ 

neļistota napŚ. ve formŊ nŊjak®ho lipidu, vyļistila se pomoc² speci§ln²ho ġtŊtce se 

saponátem. Po opláchnutí vodou z kohoutku a vymytí saponátu se pokraļovalo ultraļistou 

MilliQ vodou, a d§le se vaniļka oļistila smŊs² CHCl3 : MeOH (3:1) tak, aby se tento roztok 

nedostal na gumov® hadiļky. Pl²ġek a teplomŊr se tak® oļistil MilliQ a CHCl3 : MeOH 

(3:1). Vaniļka se zp§tky nainstalovala do stojanu, ke kter® se pŚipojily hadiļky a zavŊsil 

teplomŊr. Pl²ġek se vloģil do tmav® l®kovky s EtOH, u kter® se v²ļko jeġtŊ obalilo 

laboratorním filmem. Pro dokonalejġ² ļiġtŊn² pl²ġku se pouģilo ģ²h§n² plamenem.  

 

3.6. MŊŚen² lipidovĨch vrstev pomoc² XRD (X-ray difraction)  

MŊŚen² probŊhlo na VĠCHT v laboratoŚi rentgenové difraktometrie. 

K mŊŚen² lipidovĨch vrstev se pouģil pr§ġkovĨ difraktometr XôPert PRO ɗ-ɗ (PANalytical 

B.V., Almelo, Nizozemsko) s Bragg-Brentano geometrií. Data byla naskenována 

detektorem XôCelerator a vyhodnocena pomoc² XôPert Data Viewer software (PANalytical 

B.V., Almelo, Nizozemsko). 

MŊŚen² se prov§dŊlo pŚi vlnov® d®lce 0,1790307 nm.  
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3.7 MŊŚen² lipidovĨch vrstev pomoc² metody AFM (Atomic 

force microscopy) 

MŊŚen² probŊhlo na Chemicko-technologick® fakultŊ, Univerzita Pardubice, v Centru 

materi§lŢ a nanotechnologi².  

K mŊŚen² lipidovĨch vrstev se pouģil pŚ²stroj AFM NTEGRA (NT-MDT). 

Hrot pouģitĨ k mŊŚen²: HA_HR Etalon. 

 

3.8 SvŊteln§ mikroskopie 

Mikroskopovalo se pomocí optického mikroskopu Olympus BX51 s digitální kamerou 

DP72 na katedŚe Farmaceutick® technologie na Farmaceutick® fakultŊ UK v Hradci 

Králové.  
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4. Výsledky a diskuse 

4.1 Oligolamelární model ï pŚ²prava pomoc² Langmuir-

Blodgettovy techniky 

4.1.1 MŊŚen² izotermy kyseliny behenov® 

Na zaļ§tku experimentu probŊhlo mŊŚen² izotermy kyseliny behenov®. Je to dobŚe popsan§ 

mastná kyselina s dlouhĨm nerozvŊtvenĨm ŚetŊzcem. Jelikoģ je chov§n² monovrstvy 

kyseliny behenov® pŚi kompresi zn§m®, umoģŔuje mŊŚen² jej² izotermy ovŊŚit spr§vnost a 

reprodukovatelnost celého postupu. 

Izoterma, z§vislost povrchov®ho tlaku ˊ [mN/m] na stŚedn² ploġe pŚipadaj²c² na molekulu 

lipidu [nm2/molekula nebo Å2/molekula, 1 nm = 10 Å], ukazuje proces vzniku monovrstvy 

a vlastnosti mŊŚenĨch amfifiln²ch l§tek. Izoterma je mŊŚena za konstantn² teploty, pseudo-

rovnov§ģnĨch podm²nek a pŚi nepŚetrģit®m stlaļov§n² monovrstvy a mŊŚen² povrchov®ho 

tlaku.12  

Roztok, pouģitĨ k mŊŚen² izotermy, o koncentraci 1 mg/ml byl pŚipraven rozpuġtŊn²m 

kyseliny behenov® ve smŊsi CHCl3:MeOH (3:1). MŊŚen² probŊhlo celkem 3x v subf§zi 

MilliQ (pH= 6,998) a pŚi teplotŊ 25 ÁC. Maxim§ln² povrchovĨ tlak byl nastaven na 60 

mN/m. 

 

 

 

Obrázek 16. Izoterma: graf z§vislosti povrchov®ho tlaku na stŚedn² ploġe 

molekuly. 
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Na Obrázku 16 jsou zaznamenány izotermy kyseliny behenové, kter® se mŊŚily u 3 vzorkŢ. 

Postupujeme zprava do leva: vzorek je nejprve v Ăplynn® f§ziñ (G) odpov²daj²c² 

povrchov®mu tlaku pŚibliģnŊ 1 mN/m, kdy je kŚivka paraleln² s osou x. Pro systém v plynné 

f§zi je charakteristick® voln® rozm²stŊn² molekul s volnĨm uspoŚ§d§n²m uhl²kovĨch 

ŚetŊzcŢ a slabĨmi interakcemi mezi molekulami. 

To je zpŢsobeno velkou prŢmŊrnou plochou dostupnou pro molekulu.  

 PŚi tlaku nad 1 mN/m zaļne kŚivka stoupat a do pŚibliģnŊ 27 mN/m je v kapalné fázi, kdy 

se molekuly lipidŢ k sobŊ pŚibliģuj² a jejich uhl²kov® ŚetŊzce se zaļnou zvedat. Na 

vzestupn® ļ§sti kŚivky pozorujeme kolem 27 mN/m zlom, kde doch§z² k fázovému 

pŚechodu z kapalné do tuhé fáze. V tuhé fázi dochází ke krystalizaci a uniformní orientaci 

uhl²kovĨch ŚetŊzcŢ a molekuly jsou k sobŊ pevnŊ pŚimknut® silnĨmi pŚitaģlivĨmi silami. 

PŚi dalġ²m stlaļov§n² doch§z² jen k omezen®mu vzrŢstu tlaku a kŚivka se pŚi 60 mN/m 

zaobluje. Tento ¼sek, kde dalġ²m stlaļov§n²m monovrstvy nedoch§zí k n§rŢstu tlaku, 

odpovídá jejímu kolapsu. 12 

PopsanĨ tvar kŚivky je typickĨ pro mastn® kyseliny a izotermy odpov²daj² jiģ 

publikovanĨm vĨsledkŢm (Obr. 17).31   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 17. MŊŚen² izotermy kyseliny stearové ve vodné subfázi. Výsledky 

publikované v manuálu firmy KVS NIMA.33 
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Princip vzniku monovrstvy kyseliny stearov® je stejnĨ jako u naġeho experimentu 

s kyselinou behenovou. Nad hodnotou 0 mN/m zaļne kŚivka stoupat ï z plynné fáze se 

stane kapaln§, aģ pŚi tlaku 25 mN/m dojde ke zlomu, kdy kapaln§ f§ze pŚech§z² v pevnou. 

Monovrstva pŚi tlaku 59 mN/m kolabuje a rozdŊl² se na menġ² fragmenty.33 

 

4.1.2 Nan§ġen² kyseliny behenov® na substrát 

Monovrstvu, která vznikne kompresí amfifilních molekul na rozhraní subfáze (voda)-

vzduch, je moģn® pŚen®st na pevnĨ podklad ï substrát ï Langmuir ï Blodgettovou 

metodou. Substr§t vhodnĨ pro transfer monovrstvy mus² m²t atom§rnŊ rovnĨ a ultraļistý 

povrch. To splŔuje napŚ²klad ļerstvŊ uġt²pnut§ sl²da (MICA, muscovite). MICA ï slída je 

skupina miner§lŢ podobnĨch fyzik§ln²ch a chemickĨch vlastnost² patŚ²c²ch mezi tzv. 

fylosilik§ty. Tyto miner§ly tvoŚ² vrstevnatou krystalovou strukturu, kter§ se projevuje 

perleŠovĨm leskem na ġtŊpnĨch ploch§ch (Obr. 18). D²ky tomu mŢģeme sl²du Ăoloupatñ a 

získat tenký elastický substrát s atom§rnŊ rovnĨm povrchem. MICA je lehkĨ a relativnŊ 

mŊkkĨ, ģ§ruvzdornĨ a nevodivĨ materi§l.34 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 18. Fotografie minerálu MICA (slída). Je zde viditelná vrstevnatá struktura 

s perleŠovĨm odleskem.34 
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K nan§ġen² se pouģil stejnĨ vzorek jako u pŚedchoz²ho pokusu. Experiment umoģnil 

seznámit se s postupem tvorby lipidového filmu Langmuir-Blodgettovou technikou a 

z²skat potŚebnou zruļnost. 

Jako subf§ze se pouģila ultraļist§ voda MilliQ (pH=6,998) a jako substr§t MICA (sl²da). 

Vzorek se nan§ġel pŚi povrchov®m tlaku 30,0 mN/m a teplotŊ 22 ÜC. Nan§ġen² probŊhlo 

3xï pŚenesly se 3 monovrstvy kyseliny behenov®. PŚi nan§ġen² na hydrofiln² povrch 

substrátu dochází k vytaģen² substr§tu ze subf§ze do vzduchu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na obrázku 19 vidíme graf závislosti TR na ļ²sle experimentu, tedy pŚi pŚenosu 

monovrstvy kyseliny behenov® na ļistĨ hydrofiln² povrch substr§tu. Aby se monovrstva 

pŚevedla na substr§t kvantitativnŊ, mus² bĨt pod konstantn²m povrchovĨm tlakem, kter®ho 

se docílí posouváním bariér k sobŊ.  Kvalita transferu monovrstvy na substr§t se vyjadŚuje 

hodnotou TR. TR je definov§n jako pomŊr zmenġen² plochy obsazen® monovrstvou na 

hladinŊ vody k ploġe nanesen® na solidn²m substr§tu.13,20 

TR by se mŊlo pohybovat v rozmezí 0,8 ï 1,2 a dokonalý transfer je roven 1. V grafu u 

transferu ļ. 3 vid²me, ģe se pohybuje mezi 0,8 a 1, byl tedy ¼spŊġnĨ. 

U transferu ļ. 1 byl probl®m, nebo ġpatn® nastaven² parametrŢ na zaļ§tku, takģe TR je 

pŚ²liġ n²zk®, a tud²ģ depozice nebyla ¼spŊġn§. Transfer ļ. 2 byl zŚejmŊ ukonļen pŚedļasnŊ, 

jelikoģ je k nŊmu pŚ²liġ m§lo dat na vytvoŚen² grafu.  

Obrázek 19. Graf závislosti transfer ratio (TR) na poļtu vrstev u depozice 

kyseliny behenové na hydrofilní substrát. 
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4.1.3 PŚ²prava substr§tŢ urļenĨch k nan§ġen² lipidŢ 

Hydrofiln² substr§t se pŚedem pŚipravil ļiġtŊn²m pomoc² tzv. Ăpiranha etchñ (smŊs 

koncentrované kyseliny sírové (H2SO4) a peroxidu vodíku (H2O2) v pomŊru 3:1). Na 

povrchu skl²ļka (Obr. 20) jsou organick® a anorganick® neļistoty, kter® by interferovaly 

s nan§ġen²m vrstev lipidŢ a znehodnotily vĨsledky. řeġen²m je skl²ļka vyļistit smŊs² 

Ăpiranha etchñ, kter§ skl²ļko zbav² veġkerĨch neļistot. BŊhem procesu je skl²ļko pokryto 

volnými ï OH skupinami, které jsou hydrofilní. 

 

 

 

 

   

Hydrofobní povrch substr§tu se po oļiġtŊn² Ăpiranha etchñ z²skal tzv. silanizac² (Obr .21) 

v 35 ml 1% roztoku dichlordimethylsilanu (DMDCS) v CHCl3. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Silanizace mŢģe prob²hat buŅ jako vertik§ln² polymerizace (Obr. 21a), nebo následkem 

kondenzace (Obr. 21b).36 

 

Obrázek 20. Sch®matick® zn§zornŊn² procesu ļiġtŊn² a hydrofilizace skl²ļka.35 

Obrázek 21. Zn§zornŊnĨ proces silanizace. Povrch skl²ļka se st§v§ hydrofobní.36 
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4.1.4 Depozice vzorku NS na hydrofilní substrát 

Z§kladn² parametry pro postupnĨ transfer nŊkolika monovrstev na substr§t byly ovŊŚeny 

v pŚedeġlĨch experimentech. V dalġ²m kroku byl nŊkolikavrstvĨ model pŚipraven z lipidŢ 

modelujících SC ï ze smŊsi CerNS/MK/Chol (vzorek NS). Subf§zi tvoŚil acet§tovĨ pufr 

10 mM, pH= 5,51, kterĨ odpov²d§ fyziologick®mu pH ve SC. Vzorek se pŚi kaģd®m 

transferu nan§ġel souļasnŊ na 2 kol²kem spojen§ hydrofiln² skl²ļka pŚi povrchov®m tlaku 

30,0 mN/m a teplotŊ 22 ÁC. Nan§ġen² probŊhlo ve 3 experimentech s rŢznĨm poļtem 

nanesených vrstev ï transfer ļ. 1,2,3 (Tab. 16, 17, 18). 

Transfer ļ. 1 

Startovac² poloha u nan§ġen² vrstvy ļ. 1 a ļ. 3 byla v subf§zi; startovac² poloha u nan§ġen² 

vrstvy ļ. 2 byla nad subf§z² (Tab. 16; Obr. 22). 

Tabulka Transfer ļ. 1 

Vrstva Transfer ratio 

(TR) 

Upper limit 

[mm] 

Lower limit 

[mm] 

Direction 

1 1,2 5 -9,30 Up 

2 1,1 5 -9,30 Down 

3 0,51 5 -9,30 Up 

Tabulka 16. Poļet vrstev, transfer ratio, horn² limit polohy substr§tu, doln² limit polohy 

substr§tu a smŊr pohybu substr§tu. Transfer ļ. 1 
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Obrázek 22 Graf z§vislosti transfer ratio na poŚad² vrstvy, kterĨ vznikl pŚi pŚenosu 

monovrstvy vzorku NS na 2 hydrofiln² skl²ļka souļasnŊ (transfer ļ. 1). Pohyb 

substr§tu smŊrem nahoru je zn§zornŊn modŚe, smŊrem dolŢ oranģovŊ. 
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Na zaļ§tku tvorby v²cevrstv®ho modelu (Obr. 23) jsme u vrstvy ļ. 1 pozorovali kladnĨ 

transfer (TR= 1,2; Tab.16) ve smŊru nahoru ï ze subfáze do vzduchu, kdy dochází 

k pŚilnut² hydrofiln²ch skupin molekul na hydrofiln² povrch substr§tu (Obr. 24). Hydrofilní 

povrch substrátu se tak pokryje monovrstvou lipidŢ, kter® jsou orientovan® hydrofobn²mi 

ŚetŊzci smŊrem ven. Povrch substr§tu se tak stane hydrofobn². Transfer vrstvy ļ. 2 probŊhl 

smŊrem dolŢ ï ze vzduchu do subfáze, kdy se hydrofobní povrch pokryje monovrstvou 

lipidŢ orientovanĨch hydrofiln²mi skupinami smŊrem ven. Tento transfer byl kladnĨ (TR= 

1,1), takģe po jeho ukonļen² se povrch syst®mu zmŊnil na hydrofiln².  

PŚi nanesen² tŚet² monovrstvy smŊrem nahoru ï ze subfáze do vzduchu ï jsme pozorovali 

pokles TR na hodnotu 0,5. PŚi tomto transferu by se mŊl hydrofiln² povrch pokrĨt 

monovrstvou lipidŢ orientovanĨch hydrofobn²mi ŚetŊzci ven. Tento proces probŊhl pouze 

ļ§steļnŊ. PŚi transferu ļ. 1 bylo kumulované TR 2,5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 23. Schéma pohybu substr§tu pŚi transferu ļ. 1. Startovací pozice 

v pufru je u hydrofilního povrchu substrátu. 

Obrázek 24. Opakovaná depozice lipidové monovrstvy na hydrofilní substrát. 

Nabalov§n² molekul lipidŢ podle typu Y. 
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Transfer ļ. 2 

Startovac² poloha u nan§ġen² vrstvy ļ. 4 a ļ. 6 byla nad subf§z²; startovac² poloha u 

nan§ġen² vrstvy ļ. 5 a ļ. 7 byla v subf§zi (Tab. 17, Obr. 25). 

 

Tabulka Transfer ļ. 2 

Vrstva Transfer ratio Upper 

limit[mm] 

Lower limit 

[mm] 

Direction 

4 1 5 -9,30 Down 

5 0,44 5 -9,30 Up 

6 0,89 5 -9,30 Down 

7 0,05 5 -9,30 Up 

Tabulka 17. Poļet vrstev, transfer ratio, horn² limit polohy substr§tu, doln² limit polohy 

substr§tu a smŊr pohybu substr§tu.  

 

Transfer vrstvy ļ. 4 probŊhl smŊrem dolŢ (Tab. 17; Obr. 26) a byl kladný s hodnotou TR= 

1. PŚestoģe pŚedchoz² transfer probŊhl pouze ļ§steļnŊ, syst®m se choval jako hydrofobn² a 

monovrstva lipidŢ nanesených jako vrstva 4 byla (nebo by mŊla bĨt) orientov§na 

hydrofiln²mi skupinami smŊrem ven. Transfer vrstvy ļ. 5 smŊrem nahoru probŊhl s pouze 

poloviļn² ¼spŊġnost², TR = 0,44. Transfer vrstvy ļ. 6 smŊrem dolŢ byl opŊt ¼spŊġnĨ; syst®m 
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Obrázek 25. Graf z§vislosti transfer ratio na poŚad² vrstvy, kterĨ vznikl pŚi pŚenosu 

monovrstvy vzorku NS na 2 hydrofiln² skl²ļka souļasnŊ (transfer ļ. 2). Pohyb 

substr§tu smŊrem nahoru je zn§zornŊn modŚe, smŊrem dolŢ oranģovŊ. 
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se choval jako hydrofobn². Transfer vrstvy ļ. 7 smŊrem nahoru, kdy by se mŊl chovat jako 

hydrofiln², byl ne¼spŊġnĨ. PŚi transferu ļ. 2 bylo kumulované TR~ 2,5 monovrstev vzorku 

NS. Substr§ty (2 skl²ļka z§roveŔ) by mŊly kumulovanŊ obsahovat 5 monovrstev vzorku 

NS. 

 

 

 

 

 

 

Transfer ļ. 3 

Startovac² poloha u nan§ġen² vrstvy ļ. 8 a ļ. 10 byla nad subf§z²; startovac² poloha u 

nan§ġen² vrstvy ļ. 9 a ļ. 11 byla v subf§zi (Tab. 18; Obr. 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 26. Schéma pohybu substr§tu pŚi transferu ļ. 2 a 3. Startovací pozice nad 

pufrem je pro hydrofobní povrch substrátu. 
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Obrázek 27. Graf z§vislosti transfer ratio na poŚad² vrstvy, kterĨ vznikl pŚi pŚenosu 

monovrstvy vzorku NS na 2 hydrofiln² skl²ļka souļasnŊ (transfer ļ. 3). Pohyb substrátu 

smŊrem nahoru je zn§zornŊn modŚe, smŊrem dolŢ oranģovŊ. 
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Tabulka Transfer ļ. 3 

Vrstva Transfer 

ratio 

Upper limit 

[mm] 

Lower limit 

[mm] 

Direction 

8 0,99 5 -9,30 Down 

9 0,04 5 -9,30 Up 

10 0,76 5 -9,30 Down 

11 x 5 -9,30 Up 

Tabulka 18. Poļet vrstev, transfer ratio, horn² limit polohy substr§tu, doln² limit polohy        

substr§tu a smŊr pohybu substr§tu. Transfer ļ. 3 

Transfer vrstvy ļ. 8 smŊrem dolŢ byl, stejnŊ jako v pŚedchoz²m pŚ²padŊ u vrstvy ļ. 6, 

¼spŊġnĨ, tud²ģ se syst®m choval jako hydrofobn². U dalġ²ch transferŢ je zŚejm®, ģe transfer 

smŊrem dolŢ prob²h§ ¼spŊġnŊ, zat²mco transfer smŊrem nahoru ne¼spŊġnŊ. U transferu 

posledn² vrstvy doġlo k technick®mu probl®mu, takģe nebyl ukonļenĨ vĨpoļet TR 

ovládacím softwarem. Podle tŊchto vĨsledkŢ pŚedpokl§d§me, ģe se netvoŚ² v²cevrstvĨ 

model typu Y (Obr. 24), protoģe u nŊj by mŊly prob²hat ¼spŊġnŊ oba typy transferŢ.  

Kumulativn² TR pro danĨ vzorek je kolem 7, takģe pŚedpokl§d§me, ģe poļet ¼spŊġnŊ 

nanesených vrstev odpovídá této hodnotŊ. TeoretickĨ maxim§ln² poļet vrstev je 11. Dalġ² 

výsledky, které byly získány metodou mikroskopie atomárních sil (AFM), by mohly 

pŚispŊt k vysvŊtlen² pozorovan®ho jevu.  
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4.1.5 MŊŚen² lipidovĨch vrstev pomoc² AFM 

Atomic force microscopy (AFM) je mikroskopická metoda, kter§ se pouģ²v§ k 3D 

zobrazování povrchu materiálu. 30,31 

Pomoc² t®to metody mŢģeme porovnat vznikl® struktury vrstev lipidŢ na substr§t. Tato 

technika je velice citliv§ a umoģŔuje n§m pohl®dnout na drsnost povrchu, vĨġkov® rozd²ly 

a tvar tzv. domén ve struktuŚe povrchu. 

MŊŚen² tŊchto vlastnost² materi§lŢ prob²h§ pomoc² AFM sondy s ostrým hrotem, který 

postupuje po nerovném povrchu vzorku. Laserový paprsek, vycházej²c² ze zadn² ļ§sti AFM 

ram®nka, sleduje zmŊnu polohy ram®nka a odr§ģ² se do citliv®ho fotodetekrotu. Polohy 

bodŢ, kterĨmi AFM hrot projede bŊhem skenov§n², jsou zkombinov§ny a z nich je 

vygenerován 3D obraz povrchu vzorku.31  

S metodou AFM jsme skenovali povrch vzorku vzniklého LB technikou na hydrofilním 

skl²ļku. OļiġtŊn® skl²ļko nem§ hladkĨ povrch jako MICA pouģit§ v pilotním experimentu. 

V pŚedeġl® pr§ci37 byla zjiġtŊna prŢmŊrn§ drsnost takto oġetŚen®ho skl²ļka 0,45 nm. Na 

ploġe 5 x 5 ɛm2 skl²ļka byl zjiġtŊn maxim§ln² vĨġkovĨ rozd²l (mezi nejvyġġ²m a nejniģġ²m 

bodem) 11 nm. Tyto parametry jsou uspokojiv® pro tvorbu LangmuirovĨch filmŢ, byly by 

vġak nedostateļn® na mŊŚen² monovrstev. 

Vzorek obsahoval lipidovou smŊs n§sleduj²c²ho sloģen²: 

Ceramid NS (Cer NS) je lipid, kterĨ m§ 2 dlouh® hydrofobn² ŚetŊzce (Obr. 28). Acylový 

ŚetŊzec m§ pŚibliģnou d®lku 3 nm a sfingozinovĨ ŚetŊzec m§ pŚibliģnou d®lku 2 nm. Oblast 

pol§rn²ch chemickĨch skupin je pomŊrnŊ mal§. Maxim§ln² d®lka t®to molekuly 

v rozevŚen® konformaci (Obr. 29) je kolem 5 nm.  

 

 

 

Obrázek 28. Struktura ceramidu NS v konformaci Ăhairpinñ.38 
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SmŊs mastnĨch kyselin (MK), ze kterĨch je nejdelġ² lignocerov§ kyselina (Obr. 30) 

s d®lkou ŚetŊzce 24 uhl²kŢ. PŚibliģn§ maxim§ln² d®lka t®to molekuly je 3 nm. 

 

 

 

 

 

Cholesterol (Chol) má steroidní skelet s kr§tkĨm rozvŊtvenĨm ŚetŊzcem. PŚibliģn§ d®lka 

molekuly je pod 2 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 29. DvŊ rŢzn® konformace ceramidŢ: tzv. Ăhairpinñ, kdy je ceramid 

sloģenĨ, a dalġ² konformace, kdy je ceramid ĂrozevŚenĨñ.39 

Obrázek 30. Struktura kyseliny lignocerové s 24 uhlíky.40 

Obrázek 31. Steroidní skelet cholesterolu s kr§tkĨm rozvŊtvenĨm ŚetŊzcem.41 
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Maxim§ln² teoretick§ tlouġŠka 1 monovrstvy by byla pŚibliģnŊ 5 nm, coģ odpov²d§ 

rozevŚen® konformaci nejdelġ² obsaģen® molekuly ï Cer NS (Obr. 29). Jedná se pouze o 

hypotetickou hodnotu. Monovrstva na fázovém rozhraní voda/vzduch s nejvŊtġ² 

pravdŊpodobnost² nebude obsahovat rozevŚenou konformaci Cer NS, protoģe by doġlo 

k energeticky nevĨhodn®mu kontaktu hydrofobn²ho ŚetŊzce s vodou.  

Z pŚedeġlĨch publikac² vyplĨv§, ģe smŊs na b§zi ceramidŢ tvoŚ² vyġġ² a niģġ² dom®ny. 

Podle literatury organizace lipidŢ z§vis² na jejich sloģen². Bylo zjiġtŊno, ģe samotn® 

ceramidy izolovan® ze SC tvoŚ² dom®ny, které se po pŚid§n² Chol do smŊsi rozptĨl² a 

vytvoŚ² se nanokrystalky. PŚid§n²m MK se dom®ny stabilizuj² a zvŊtġuj² se.42 Oļek§v§me 

tedy tvorbu velkĨch vyvĨġenĨch dom®n, které budou ve vzorku rozptýlené. 

Pomoc² mikroskopie atom§rn²ch sil byla zmŊŚena 2 m²sta na povrchu vzorku 

odpov²daj²c²ch 10x10 ɛm2.  

Na mikrografu na Obrázku 32 vid²me barevnou ġk§lu, kter§ odpov²d§ relativn² vĨġce 

mŊŚen® plochy vzorku. Ļ²m svŊtlejġ² je plocha, t²m vŊtġ² je jej² relativn² vĨġka. Barevn§ 

pŚ²mka na tomto obr§zku oznaļuje m²sto, kde byl vynesenĨ vĨġkovĨ profil ï závislost 

relativn² vĨġky na poloze na povrchu vzorku.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 32. Zobrazení povrchu vzorku, v rozmŊru 10x10 ɛm2.  
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VĨġkovĨ profil z Obrázku 32 je na Obrázku 33. Vid²me, ģe svŊtl§ dom®na m§ prŢmŊr 

pŚibliģnŊ 1 ï 1,5 ɛm a relativn² vĨġku kolem 96 nm. Podobných domén vidíme na obrázku 

32 hned nŊkolik.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na snímku na Obrázku 34 vid²me mnohem v²ce menġ²ch kruhovĨch dom®n rŢznĨch 

prŢmŊrŢ a vĨġek.  OpŊt, ļ²m svŊtlejġ² je plocha, t²m vŊtġ² je jej² relativn² vĨġka. Barevn§ 

pŚ²mka na tomto obr§zku oznaļuje m²sto, kde byl vynesenĨ vĨġkovĨ profil ï závislost 

relativn² vĨġky na poloze vzorku. 

Obrázek 33. Zobrazen² vĨġkov®ho profilu, z§vislosti relativn² vĨġky na poloze 

vzorku, zvĨraznŊn® dom®ny. 
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VĨġkovĨ profil z Obrázku 34 je na Obrázku 35. SvŊtl® dom®ny maj² prŢmŊr v rozmezí 

pŚibliģnŊ 0,5 ï 1 ɛm. Relativn² vĨġka nejvyġġ² dom®ny dosahuje kolem 58 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Povrch pŚipraven®ho vzorku je velmi ļlenitĨ s doménami kulatého tvaru. V jin® studii smŊs 

CerNS a Chol vytvoŚila dom®ny tyļkovit®ho tvaru. Po pŚid§n² kyseliny palmitov® do smŊsi 

se tyto domény lehce zakulatily. Citovan® pr§ce studovaly rŢznŊ sloģit® modely SC bari®ry 

Obrázek 35. Zobrazen² vĨġkovĨch profilŢ zvĨraznŊnĨch dom®n. Spektrum 

z§vislosti relativn² vĨġky na poloze vzorku.  

Obrázek 34. Zobrazení povrchu vzorku, v rozmŊru 10x10 ɛm2.  
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ve formŊ monovrstev, kter® pŚedstavuj² jednoduġġ² syst®m ve srovn§n² s vícevrstvým. Je 

moģn®, ģe po pŚid§n² MK do naġ² smŊsi mŊly tyto MK tak® vliv na zakulacen² dom®n.43 

D§le uvaģujeme o moģnosti, ģe pŚi pŚenosu monovrstev na substr§t vznikly d²ry jako 

následek nevhodné techniky. V tom pŚ²padŊ by maxim§ln² moģn§ relativn² vĨġka 

lipidovĨch vrstev vŢļi podkladu, pokud poļ²t§me s kumulovaným TR a teoretickou délkou 

molekul, byla 35 nm. Relativn² vĨġka nŊkterĨch zjiġtŊnĨch dom®n je vġak mnohem vyġġ². 

I kdybychom poļ²tali s t²m, ģe kaģdĨ uskuteļnŊnĨ transfer byl ¼spŊġnĨ, teoretick§ vĨġka 

na sebe naskl§danĨch monovrstev by odpov²dala pŚibliģnŊ 55 nm. Chybn§ metoda a vznik 

dŊr nevysvŊtluje vznik dom®n s relativn² vĨġkou pŚibliģnŊ 100 nm.  

PŚedpokl§d§me, ģe v prŢbŊhu procesu doch§z² k pŚeuspoŚ§d§n² lipidovĨch molekul na 

f§zov®m rozhran², kter®ho vĨsledkem je vznik ¼tvarŢ, kter® pŚipom²naj² hrom§dky (z angl. 

mounds). Toto uspoŚ§d§n² je pravdŊpodobnŊ zpŢsoben® velkou povrchovou energií vrstvy 

na povrchu hydrofilního skla, energetick§ nevĨhodnost vrstvy rozprostŚen® na povrchu by 

mohla bĨt hnac² s²lou pro pŚeuspoŚ§d§n² lipidŢ. Pro ovŊŚen² by bylo potŚeba uskuteļnit v²ce 

experimentŢ. 
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4.2 Multilamelární model ï pŚ²prava pomocí LinomatuV 

Linomat V je pŚ²stroj, kterĨ pomoc² stŚ²kaļky plynného dusíku nastŚikuje roztok lipidŢ na 

substr§t. PŚi nastŚikov§n² se stolek, na kter®m je pŚipevnŊn substr§t, pod stŚ²kaļkou posouv§ 

ve smŊru osy x; d§le je nastŚikov§n² vzorku na plochu zajiġtŊno pŚ²davnĨm posunem ve 

smŊru osy y. 

DŢvodem pŚ²pravy mnohovrstevn®ho (multilamel§rn²ho) modelu bylo zjistit rozd²ly 

v chov§n² tenkĨch vrstev lipidŢ v závislosti na charakteru povrchu substrátu ï hydrofilní a 

hydrofobní.  

Bylo potŚeba pŚipravit vrstvy o tlouġŠce v urļit®m rozsahu, protoģe nen² zn§mo, jak tenk§ 

mus² vrstva lipidŢ bĨt, aby se na ni vliv substr§tu projevil. Na pŚ²pravu vrstev jsme pouģili 

2 rŢzn® smŊsi lipidŢ modeluj²c²ch koģn² bari®ru. Prvn² smŊs odpov²d§ vzorku NS 

pouģit®mu na tvorbu v²cevrstv®ho modelu pomoc² LB techniky: smŊs Cer NS, MK a Chol 

v pomŊru 1:1:1 mol/mol/mol). Ve druh® smŊsi, vzorek EOS/NS, byla ļ§st Cer NS 

nahrazena Cer EOS: smŊs (CerEOS:CerNS) v pomŊru 0,3:0,7 mol/mol (aby celkovĨ pomŊr 

ceramidŢ ve smŊsi byl 1 mol), (MK) a (Chol) celkovŊ v pomŊru 1:1:1 mol/mol/mol. Cer 

EOS je ceramid s dlouhĨm ŚetŊzcem, kterĨ je souļ§st² koģn²ch lipidŢ a pod²l² se na vzniku 

fáze s mezirovinnou vzdáleností 13 nm.  

 

 

 

 

 

PŚ²strojem Linomat V byly nastŚikov§ny 4 s®rie vzorkŢ na rŢzn® substr§ty. Tyto vzorky 

jsme pozorovali pod mikroskopem a z reprezentativn²ch m²st jsme poŚ²dili mikroskopick® 

snímky ï mikrografy.  

C²lem bylo zjistit, zda struktura vrstev nanesenĨch lipidŢ z§vis² na jejich sloģen², 

koncentraci, poļtu vrstev nebo typu substr§tu ï hydrofilní a hydrofobní.  

 

Obrázek 36. Struktura ceramidu EOS s velmi dlouhĨm ŚetŊzcem.44 
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4.2.1 Vzorky smŊsi NS 

Vzorky byly osvŊtlen® spodn²m osvŊtlen²m: pŚi tomto osvŊtlen² dojede k prosvícení celé 

vrstvy. Sn²mky vzorkŢ se smŊs² NS byly poŚ²zeny po procesu Ăannealingñ. 

Prvn² 2 s®rie vznikly nastŚikov§n²m smŊsi NS na hydrofiln² a hydrofobn² substr§t. 

CerNS/MK(16-24)/Chol 

=1:1:1 mol/mol/mol 

hydrofilní hydrofóbní 

NS m lipidu [mg] nastŚikov§n² nastŚikov§n² 

1 1,35 (v dŢsledku 

chyby m®nŊ) 

2x (chyba) 3x 

2 0,45 1x 1x 

3 0,0675 1x 1x 

4 0,027 3x 3x 

5 0,009 1x 1x 

annealing 70 °C/H2O 

             Tabulka 19. Rozpis smŊsi 1 nastŚikov§n² Linomatem V. 
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Obrázek 37. Prvn² 2 s®rie nastŚikov§n² smŊsi NS na hydrofiln² a hydrofobn² substr§t. 
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U vzorkŢ NS 1 a 2 (Obr. 37) nevidíme velké rozdíly mezi hydrofilním a hydrofobním 

povrchem. Jedná se o vzorky s neŚedŊnou smŊs² (Tab. 19), vzorek NS 1 hydrofilní substrát 

obsahuje 2 vrstvy lipidŢ, hydrofobn² 3, a vzorek NS 2 obsahuje 1 vrstvu u obou typŢ 

substrátu.  

Pozorujeme 2 typy domén, které se v mikroskopick®m obrazu liġ² v lomu svŊtla, rozd²l je 

vidŊt jako svŊtl§ a tmav§ dom®na. Zat²mco jedna dom®na je hladk§ a propouġt² svŊtlo bez 

velkĨch zmŊn (svŊtl§), tak druh§ se jev² jako drsn§ a obsahuje n§hodnŊ orientovan® roviny, 

na kterĨch se svŊtlo lom², resp. mŊn² se jeho smŊr (tmav§). Drsné domény mohou vzorkem 

prostupovat. Hladk§ dom®na se jev² jako t®mŊŚ prŢhledn§ a celkov§ struktura pŚipom²n§ 

mozaiku. 

U vzorku NS 3 (naŚedŊnĨ vzorek, 1 vrstva) vid²me zmŊnu: na hydrofiln²m substr§tu je 

vŊtġina plochy hladk§ a propouġt² svŊtlo. Tmav® dom®ny tu t®mŊŚ nejsou. U vzorku NS 3 

hydrofobn² vid²me dalġ² rozd²l: povrch je diskontinu§ln² a vyskytuj² se zde oblasti, které 

nejsou pokryt® lipidem (pr§zdn® skl²ļko). Vzorek pŚipom²n§ kapky vody na skle.  

NS 4 (naŚedŊnĨ vzorek, 3 vrstvy) je podobnĨ vzorkŢm NS 1 a 2. Na hydrofilním povrchu 

jsou slabŊ vidŊt krystalky, kter® tvoŚ² pravdŊpodobnŊ cholesterol, a tmav® dom®ny zde 

nejsou tak vĨrazn®. Hydrofobn² povrch m§ v²ce tmavĨch dom®n a m®nŊ svŊtlĨch, kter® 

jsou vġak oproti vzorkŢm NS 1 a 2 vŊtġ². Vzorek vypad§ jako kombinace vzorkŢ NS 1, 2 a 

NS 5.  

NS 5 (naŚedŊnĨ vzorek, 1 vrstva) hydrofiln² m§ pŚev§ģnŊ svŊtlou strukturu s drsnŊjġ²m 

povrchem, je kontinu§ln² a opŊt obsahuje zjevn® krystaly. VġimnŊme si, ģe hydrofiln² 

povrch viditelné krystaly neobsahuje. Hydrofobní povrch je podobnĨ vzorku NS 3, avġak 

zde vidíme více tmavých domén a m®nŊ vĨrazn® prohlubnŊ, kter® jsou vġak rozs§hlejġ². 

Hladké lipidové dom®ny pŚipom²naj² ostrŢvky a jsou mnohem vŊtġ² neģ u vzorku NS 3.  
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4.2.2 Vzorky smŊsi EOS/NS 

Druh® 2 s®rie vznikly nastŚikov§n²m smŊsi EOS/NS na hydrofiln² a hydrofobn² substr§t. 

Sn²mky vzorkŢ se smŊs² EOS/NS byly poŚ²zeny po procesu Ăannealingñ. 

(CerEOS:CerNS)/MK(16-

24)/Chol =(0,3:0,7):1:1 

mol/mol/mol 

hydrofilní hydrofóbní 

EOS/NS m lipidu [mg] nastŚikov§n² nastŚikov§n² 

1 1,35 3x 3x 

2 0,45 1x 1x 

3 0,0675 1x 1x 

4 0,027 3x 3x 

5 0,009 1x 1x 

annealing 70 °C/H2O 

   Tabulka 20. Rozpis vzorku 2 nastŚikov§n² Linomatem V 
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Obrázek 38. Druh® 2 s®rie nastŚikov§n² smŊsi EOS/NS na hydrofiln² a hydrofobn² substr§t. 

 


