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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakultadvadci Kralové

Katedra biofyziky a fyzikalni chemie

StudentKarina SuciuGu b e r t
Vedouci: Mgr. Petra Pullmannov4, Ph.D.

Ng§zev diplomov® pr8&ce: PS2ypywyiat 2noded po i«
tenklTch | ipidovich filmT

NejsvrchnhRj g2 ilsSsrtat uimdscko® nkeTigne kter 8§ chr
prost Sejde mzvoSewmat NI TinkornedcytyR ktexémjsou obklopené
extracelul §8rn2 matrix vys@eremastyyghkBd@ianT c h
cholesterolu. Ochranna bariéra se neustale obnayujl e kefdinocyt], které se
diferencujina koneocyty a nakonec sepzo v r ¢ h u k TKpmeoayty maji Imistp 2 .
plazmatické membrankorneocytarni obalk ktera se skladab 2 | kovi nn® | 8st
i nvolucrin) a jednomol epkSuel v&gr gahgdrotyovaniyct o v ® |
cer a,kterdjJoulb 2 | k o v i m$iGp Hopdsntrdmivazbami.

Pkolem t®to diplomov® pr§ce byl ayp§ipeaamv
depozice tenklTch lipidovlich fil mdbsahufgg| y v\
CerNSa s pbBahujic CerEOSaNS. Smlgsinan8gely na hydrof
substr §t nimamatsm KPSi§nrtast Si kovgn2 saimmDnil o
p o | dretickych vrstev na substrdtuDa | § 2 met odou byl a opa

monovr st ev s miBkdgettbvBu tdctanikog.mu i r

Nag2m c2lem bylo zjistit, jakTm zpTsobem s
naj ej i ch sl ogen?2, nemwvlasthestecpévichupgubdtratki hodnoceri e v

vzornkalst Si kovanT c hsmelpionuogma tie mX RD a sv.Dt el n
Khodnocen2 vzorkTBVeadg&tiocholbangmbhnrkou | s

ZXRD metody | sme zsiCerdN§ bel viyskytougel lamedarnisfamdd s i
smezirovinnou VvzdS§8Il s@k®&3aNSse Byskptovaly lamalarng mnN s i
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faze: dlouha snezirovinnou vzdalenostrl2,9 nm a kratka se vzdalenos®,1 nm.

Rel ati vn?2 intenzita difr akdCerNaSn ®he srEBSEar?
mnogstva2m | ipidT vIraznl hydefimBona hydaofobnihm b o u
Uvzor k TsCerBOBaNS s e jenRanhydroobnim povrchu.

S v N buenhiknoskopt j sme odhal il i, ge se snigujz2c
kontinug8ln2 vrstvu, ale tvo$ez hjdofinonmg dky .
hydrofobn2zm subsz§8Preum, ®®glimjjsenevée vzorl

jsou ovlivnhDny povrchem substr 8t u.

Met odou AFM j sme pozsCeroNSalktery vanikl oLangrkuir s mD s i
Blodgettovou technikouOb j evi | i j s me Kkul&éht tvane vk § knmlwIm® n
rozdlemme zi t NDmito ddoméwowmi 180s pmndn?

Na z8vPDr jsme na z8kladhR visledkT usoudil |

mno gsdlvti2ty wr stev a na vliastnostech povrchu



Abstract

Charles University, Faculty ¢tharmacy in Hradec Kralove

Department oBiophysics andPhysical Chemistry

Student: Karina SuciGu b e r t
Supervisor: Mgr. Petra Pullmannova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Preparation of the human skin barrier niydes$ing thin lipid
film deposition

The uppermost part etiehuman skin thestratum corneunwhich protects the body from
the external environmens made up of coified cells- corneocytes, which are surrounded
by the extracellular matrix of highly ordered lipids: cerami@@sr), fatty acids and
cholesterol. The protective barrier is condiamenewedwith so-called keratinocytes,
which differentiateto corneocytes and finally desquamate from skin to surface. The
comeocyteenvelope replaces plasma membrane of corneocytemdists of protem(eg
involucrin) and a lipidmondayer consising mainly o f -hydroxyceramidesvhich are
attached to the protesegmentdy covalentbonds.

The task of this diploma thesis wtee preparation of the human skin barrier model by
using thin lipid film depositionTwo different lipid mixtures werbased on CeXSor Cer
EOSandNS. The mixtures were applieoh the hydrophilicor hydrophobic substrate by
spraying with Linomat VThe amount of lipids ancbnsequentlyhe number ofheoretical
lipid layers on the substrateas modified in individual @mples Anotherthin layerwas
prepared byrepeated deposition of monolayers of tGer NS-basedmixture using
LangmuirBlodgett technique.

Our aim was to find outow lipids organizeand whether theiarrangementiepends on
their composition, amount, nurabof layersor the characteristicef the substrate surface.
We used XRD and light microscopy to evaluate samgieatedoy Linomat V, and we
used AFM to evaluate sample§lipid monolayers depositeay the LangmuhiBlodgett

technique.



From the XRD method, we fourmlt that 1 lamellar phase wittepeatdistance of ~ 5.3

nm occurred in th€er NS-basedmixture. There were 2 lamellar phases in the BEO&
NS-basedmixture: along onewith arepeatdistance 0+12.9 nm and shortonewith a
repeatdistance of5.1 nm. The relative intensity of the diffracted radiation did not change
significantly in theCer NSbasedsamples with reduced amount of lipids on both types of
surfaces hydrophilic and hydrophobicThe relative diffracted intensity of the Cer EOS
and NSbhased samples ontlid change on the hydrophobic surface.

Light microscopy has revealed ththe thinner lipid sampledid not form a continuous
layer, but formmounds Differencesbetween 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 observe@ar NSbasedsample, which was created by the
LangmuirBlodgett technique. We discovered the presence of round domémshe

height difference betweendthighand lowdomains up to 100 nm.

Based on the results, we concluded that the organization of lipids depends on their
compositionamountnumkber of layers and on the surface properties of the substrate.
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1. Uvod

KTge, nejvhDtg2 org8n tNla, kterlT mimo jine
se sklddd nDkol i ka | 8§st 2. Nej s v i stiaton) goméumjé 8 st k
nejdTledgithNjg2 slogkou t®to bari Rerggse Tvo S
nachazeji wxtracel ul 8rn2m matri x zarovnanlch
zc e r a rkierd JBqu nepostradatelné pro epidermalni homeostéhwyoch mastnych

kyselin a cholesterold?3

Lipidova matrix je hlavni ceatp Se st u p u strafih eckneumd erato je pro

bari ® ovou funkci kTge dTl egi t*®ojrajgensg pms
odchyl ky od homeost&8zy tRDchto | i pizZdtin m§ 2z
vgak poS8&§d nev?2me, fnkda tnddn® asegani zace | i

C2lem t®t o pr&8&ce bylo pSipyagit2modepygzi ¢
| i pidovich filmT ze dvou rTznlch smRs2. Pr
kyselin a chol eeskwirmd lu§ r(ns2veidsuhé@bbSjisst vy2t.a | 8§ s
ceramidu NS nahrazema@ramiedmE OS ( s mNDs EOS/ NS). Tyto s mL
metodami vy Tann &no @sthva2 dva rTzn® povrchy subst
nast Si kov §n 2a diuloubylawpakayana dépozice monovrstes substrat
Langmuiri Blodgetbvoutechnikou.

Li pidy se nan8gely na s ublydrdfil8im ghydradobrdnv. D ma 1
DTvodem byl o zpozorovat, zda chovs8n2 a org
substr8tu. DSl e jsme praci smaBt SliikpivdTn2 a m
nastSi kovanTch vrstev, abychom zjistili, z

koncentragi resp. mmo@otivalu hiamied®EBnlich vrstev.

VI astnosti vzorkT nanesenlch | ipid¥RD ch vr

(X-ray diffraction), AFM (Atomic force microskopys v N ouenikraskopi.
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2. Teoretick8 | 8st

2.1 KTge, jej2 funkce a stavba

KTge | emonganendid3kéwpt Bdc el kovou pl dahovos&g pS85H
16 % tNl es'k®8kimadmeé st ¥l o h §avhrdnfEgsel wmea ISk2 fas;

mechanick® a tepeln® vilivy, ztr8ta vody,
di chac2ch plynT), resorplnck®ms tpOatB§ IV § nl2 ¢
met abolick8 (pSemRna cholesterol u, tvorba

(regul ace tipDbeen®) tepmpslhovyg (receptory d
funkce z8sob§8r ikrevikmreaergoarf. vl §sel ni ce

Lds k8 kTge se Qot1&d8 ze 3 vrstev

! Epidermisi svrchn?2 vyvepittval kTjgehog z8kliadem
zplogtNlI ® epiteli8ln2 popwRikhu Kt édre® ene uf
se keratinem. Pot® nahrazuj?2 pTvodn?2 pc
sel?3Déle obsahujeangerhansovip u Rk yMe r k e | omelnodyty, Rt&réy a
vV y t jf tBi& pigmeni melanin.

Epidermis se dRI 2 se na 5 podvrstev:

1. Povrch tvoS$S2  zstratumooorenuid kd€ sevvyskytujy a
keratinocyty. PSedstavuje pSedevg?2m
vysychanim

pod ni se nachazi vrstyar Ts v i t nilstatum aidand k

dal g2 vstratinvgoanuleyme kde zal 2n8 ;proces Kk
hh oubRji je vrstva v Bsratemspinosumi ch os't

o bk 0N

posl edn2 je vrstva z§8r oidsgdtum®Pasadéde v z

1 Dermisi vrstva poskytujici oporu epidermis. Obsahuje vazivaastickymi a

kol agenn?2 mi vli 8kny, nervovsg8 zakon]| en?2,
folikuly #3potn2 gl 8§zy.

 Hypodermisinej spodnRj g2 vrstva je tvoSiena t
endokrinn2 a izol al n?

12
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Obrazekl. St avba kTge: epi dajejiohi s
komponent§

2.2 Stratum corneumkeratinocyty a lipidyvk o gn2 bar i ®Se

NejsvrchnRj g2 vr st v,astratkn ¢omeupSCyems 8ht ht Bho c
vysychanim a vniknutim latekwze nk ovn2 h 6SCp rsces tsSkeld®d§ ze zr
bunhNk, korneocytT (posledn?2 v vertjpcelvd®ni st §di
matrix vysoce uspoSS§deasklddajie elriapmi d. (Tetrg , |
mastnych kyselin (MK) a cholesterolu (Chol)p\Si bl i gnhRD ekvi mol §r n
minoritnich s | ek jgko je cholesteryl sulfat (CholS).

Ochraname z i tNDlem a vnhDjg2m prostSed2m se m
ke ati nocytT, kter ® pr &¢ e §jejiehjkifemrenciad aijdgidhm cy k
odlupovanimDiferenciované keratinocyty migrujinapovrich& 1 oug2 j ako mec
a chemicka ochrana, ktera ® | esb®kiB | n 2 mi l' i pidy tak® vytv!
Korneocyty maji misto plazmatické membrakgrneocytarni obalk (cornified cell
envelope) ¢ o j@ velice uhapol ymerovsg8 struktur a, kter$§
bilkovinnouobélkoua lipidovouobélkou Bilkovinnaobalkaobsahujeproteiny jakon a p S .
involucrin, loricin, cystatin A nebo desmosomalni bilkoviny. Lipidowélkase nachazi

na vnhj g? st r a n Mikoviknd aalcg kevalgntiv papema k t v c
jednomolekularni vrstva S e v §-liydrdxylovanychc e r a fni d T .
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Cervk Tgi jsou heterogenn? tS2da sfingolipid
homeostazu. Zatim bylolvi dsk® SC i dentifi kovg&no 15 t§:
zalogen® na 5 rTznlchdwidhNagypl diSe2¢hDze§kivad
dlouhého acyl Cer (E®lass Cer), ktery obsahuje -3@C dlouhé acylové S e teRz ¢
skyselinou | i nol-kydraxylemestesopoa yaeboGerumajsobvykle 2

Set PRra@erv i ds k ® k o ¢ nypickd \elmii dBubé (2@66€)pnebo ultra

dl ouh® (>28C)*®acylov® SetNRzce.

Li pidovs8 matrix funguj e |j aRProtchdpeowbariérovaue st a
funkci kTge dTlegit® jej?2 spr8vn® sl ogen?
homeost8zy | ipidT zpTsoben® zmRDnou metabo
kogn2 ondwmepéimrcBiadm pS2kladem poruget2 kogn?

23Povrchov(@ )napnDt 2

AP o v r c hov ® laginasp gdvréhu tgketinyyktera je pomoci kohezivnich sil jejich

mol ekul schopnaodol at vnhRj g2 s21le.

Mol ekul a vody | e t v oyShkovalentlivaabiowtratomwkysidke.k u s p
Kysl 2k m8 vysokou el e kparci@gninegatani nabgjzatimco t u d 2
vodiky maji parcialnpozitivnindboj cog vede k el ektrostatick
vodiku jedné molekulyaatomem kysliku druhé molekuly. Vznikaji tzv. vodikové

mTs t?k y .

Povr chov®Obr2)y 2t 2t woh&e/minoi §ami mezi molekulami tekutiny

resp. vody¥¥PNaa thyltaodimold.ekuly nepTsob2 s2]|y
(tedy ne narozhranivodaz d u ¢ h) , sa bthu do2S§ tsaelil ugjnti snielgn Njyg, 2
jsouvt ekuti ndd niediydi ApTo tak® zabraRuje mol e
si |l 8m, kter ® | e alsesichhalj&d idnoa tneekhurtoi unty2fi,, aav gta

vytvoSit co nejmeng?2 povrch, cog je dTvode

14
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Obrazek 2. Povrchowea p Dt 2 t vo$S2 bar i ®rvaducht3

Povrchov® naphRt?2 tedy tvoS2 bari®ru mezi
500 mM m) m§& voda ze vgech tekutin njsilnr
NapS2klad hmyz, ktyargl? vigl gpwes rrceh Bhvli®hdi miap Dt

Povrchov® naphRt2 mTgeme vyj §dSit vztahem:
0 HFAR)rvni= [ GAS)rpni

Kde o j e np@ Bje plhcbavhiddinyF je Helmholtzovarolné energiea G je
Gibbsova volna energiel e pl ota T, objem V, tl akjsdd a mn

konstantnf3

2.4 Surfaktanty

Surfaktanty jsou povrchovhD aktivn? | 8t ky,
rozhrani faze tekutinezduch. Tato schopnost zavisi na jejich amfifilnich vlastnostech,

tedy hydrofiln28&ha(WhgdvodBbnde pEygdaenavodD
rovnovdze mezininiivel i kost hydrofobn2ho SethRDzce a :
pol arita, n8boj). Pokud jsou SetRDzce pS2I
vkapalinhD a vytvoS2kmtclklm.SPioRauslelobsampd le
latkasevs ubf 8zi rozpust?2 YplnhD. Aby se | 8tka n
mus2 m2t Sew2zec en edd olh@UdsVP K2yp a(ddH ¢ge je S
moc dlouhyma molekuld e ndenc i na hladinhD krystalizov

15



Nep Dgnnj i z andifindma moélekilami vme mbr §n D j sou mast n
fosfolipidy a glykolipidy. Dale cholesterol, steroid nachazejicibewn D| n® me mbr §r
vel k®m mnogstv2, mTge vwu,v odidgak evrDtzipiursd i ¢
pougz2vsg jypnofosolipidyd* s

2.5 Povrchovy tlak

Fazové rozhrani tekutinezduch obsahuje volnou energii vzniklor 2 zd2 1 u pr os
mol ekul na Hhlekditn mDa Atpah nv mi A .

Povrchov® nmpdPe2biekuntmEno jako negativn
silami mezimolekulamiv nt er f §zi , kterl je d8&le snigov
|l 8t ky. To m8 za n8sledekceapgpIgeben®ol n®Peené
hydrofilnimi p ol 8r n 2 mi skupi nami a naotleedkyu | famd ¢ evnc

povrchov®ho naphRt2 a zvDdDt¥en2z plochy inter

Pokud je plocha hladiny dostatelnhD vel ks§8§
j e dost @abgde onigzilymtdrakce mezi amfifilnimi molekulami, ma monovrstva

mini m8§l n2 ef ekt na povrchov® naphDt?2 tekut
posouv8§n2m bari® vede ke sn2gen2?2 mezi mol

povr chov®hoMmlagpkdul v spol u zalnou interagov

Povrchov® napht2 kapallujkewpp Mmigle2men al ejf ¢ oo tak
smbDr u p a fazovému rozhrami. k

Povrchovytlak " j € roven sn2gen?2 poyvrezfazove ®Itvg. nap Nt

gl 20 [MN/m]
Kdeoznaluje povrchov® naphDt2z |ist® tekut.i
pokryt® vrstvou amfifiln? | 8t ky. Ze VZOor

monovrstvy na hladinhD veNymmTgie dOAC maaxv g

bTvg mnofem niggz2.

16



2.6 Langmuir -Blodgettova technika

LangmuirBl odgett ova techni ka h(oLdBmé&oggdagémapipulacy d Dp o «
materi 8 T na mol ekul §rn2 Y%r ov n-molekulaimichy Ru j e
organickych vrstev kontrolovanou strukturotfPr i nci p meveos gy ve e h 2
monovrstev slogenTch z amfifiln2chlakuol ek ul

depozituji zinterfaze vodaszduch na substra.

Monovrstvy vzniklé LBtechnikous e vy u § 2 v a jmbdelovanp Soménmbrd  k
(fosfolipidové modely, biomolekularni interakce), organickému a anorganickému

Ac o atman @fism&ticgatngsnano| §stice), v elektronic
nanol 8§stice, palivo a sol 8rn2 buRky, pol o
sensory):®

2.6.1 |zoterma

Vznik monovrstvy vinterfazi vzduch/voda je zaznamenana grafem izotérmmgvislosti
povrchov®ho tlaku ° [ MN/ m] n afazpvénorgzeranA d o s

[nm?/molekula] (surface pressuré area). Tato zavislost ukazuje vlastnosti amfifilnich

I8t ek a proces vzni ku monovrstvy. | zot er me
rovnovg§gnich podm2nek pSi nepSetrgitim st
tlaku.

Mnogstv2 rozprostSen®ho surfaktantunaje vD
hl adinD vody od sebe ve vDtg2z vVmdnguswanost i
j e povag o vr8onzam lXkranwddipeogional gas)>*®

Vplynn® f&zi m8§& monovrstva mall vIiv na v

napRt2neimbD80WB80o a povrchovli tlak je vel mi

Kdyg se dostupn8 plocha pro molekubpbDhipic

mezimol ekul ov8 vzd8l enost a povrchov® napidDt

Uhl2kov® SetRDzce mol ek ovichogypak staupditaff poioju i nt e
Vpr TbNRhu stl alov§gn? vuspgo$sad@noasdf podstoupin 2 m
nNDkolik f&zovl cthg zondinm ppoSleotivirrdacgid piyeem i

tekutinou a pevmou faz, ag nak odnoekco nvayl tev os§2o0vnani pl ovo.

17



subf 8ze. Tyto f8ze jsou zpTvgokbe na® der Tz n oL
Waal sovimi silami mezi uhlovod2zkovIimi Sett

vistvhD a za s2lu pSiztia@lhilwlviH kamidipudi vTct

Jak ug bylo zm2nDno, na zal|l 8tku pokusu, K
velka, se monovrstva nachazpMy ynn® f 8z i ( G) a hydrofobn?2
jsou molekulové interakce slabé (OB). Vtéto fazi je povrchoy tlak pod 0,5 mN/m.
Sposouvsg8n2m bari ®r a stlalov&n2mvpBppddTNs:
mastnych kyselinp | y nn § f Sroveoumn $aei tekufpuv?p S2 padhD fosfol
tento dij d N vgrafu iaotermi &e qiojé\kko 1z\8 @dateau a povrchovy

tlak se zvig2 nad 1 mN/m. Tekut§ f8ze se c
monovrstva jig koherentnz, ale molekuly s
ExpandeeL i qui d Conde&€nseadiAldleens ddiCo L C) , ag
kondenzované dve 0 z mRr n® pevn® pAeSvon @ dffi§ Zfi§ zjes o uS)u h |
krystalizovan® a uni f or s baXx ipeenvtnoly apnSdi nak nno
pSitagl i V¥iPokid ses hatiéayrposouvaji ddlgpr chovi tl ak | e
(kolem 40mN/m}*2°a monovrstva zkolabujer o z d D1 2 se na v2ce | §s
nal ep2. PSimhRSenou r ychlénstin® ageing ltirg|se 44§ n 2 |
pSedchg§z¥®¥t kol apsu.
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Long-chatn Fatty aclds

Fhospholipids
b I 3 L
Collapsed monolayer iy ?
by phibd L X S
ﬂééﬂ#%ﬂﬂé LK (L
604
g
% 50
; 46 5 <— Solid Cur[l,:eal;:ed
A by
=4 Liquid Condensed
2 30
g LC
‘g Fluid phase
% 201 LE-LC Liquid Expanded ]*‘5“—“‘—“‘
104 Gaseous phase
692 |4y g
G . G/
50 100
A? /molecule
Or§zek 3. |l zoterma informuje o st
spoSgm@&ivElndl ve 2D syst®mu a exis
pSecrpg Znn® f 8§ze ( G)-L@ BX po fazi pevnou (8)u
PSecho d f § z 2 n f@h8midkyxl? viastnastethyamfifilki gtky. U MK,

kter® maj2 dlouhT uhl2kov] SetRhRzec
kter® maj?2 2 uhl2kov® SethRzce, |e
Tvar izotermy je dale zavisly na podminkach experimentu: tepldta, ps | o
subfazé?3

Jsou dva rTzn® zpTsoby, jak zaznamenat 2z ml
(Langmuirbalance a Wi | h el moWiloelmy plagds.t i A &io ue x(péor i me n
di pl omov® pr 8ci se izoterma mhRSila pomoc?2
Met oda Wil hel movy destilky je zalogena na

povrchov®ho napiDt ?2 kapal i nyS§sna plsukziSreanao
MNRSen2 nejprve prob2h8§ na vlyitvto&emloawg enoa op
ZmNDna povrchov®ho napp§epopiipovEmeydai Pz aci | i

19



2.6.2 Typy depozic aransfer ratio

Vz8vislosti na povaze substr8tu se nans8ge
poloha substr8tu | e pS2dpadiidsmydd rnoafdo bml2 ahabi r
hl adi nou i pol 8teln? poloha, tedy ,pespunz vr

vzorku downstrokg Po prvni depozici seleydrofobniho substratu stava hydrofiintizv.
Xtyped epozice, jelikog Sethzce lipidT pSilno
hl avil ky jsou vol n®. Na tyisSepdcdall @dbr vr

VpS2padhN hydrofiln2ho sushiddzim§tnuanjggemol| §r
Vysunut 2 opstoke ke2stbkize (Po prvn2 depozici se hy
mNDnhydrofobn2, jeliwlgsthd &tvi | &y| @jSidmohy &
volnéi tzv.Ztyped epozi c e. Na jejich SethRzce se sv
i pidT

Poslednim typem depize jeY-type kdy na substr &t pSilnou

voln® SetNzce se svimi SetNzci pSipoj?2 dal
hl av®®Pku.

Typ depozice mTge d8l e z8viset nachlpsodm?2nlk
depozice, pH, tef+ota a slogen2 subfgze.
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Vertical transfer onto solid support

Constante surface
pressure (1)

DifTerent types of deposition

JOOOQUO0NY
o

Obr 8zek 4. Startovac?2 poloha dep
depozitujhydr of i I n2 hlavi |l ky | ipidT;
depozituj2 hydrofobn?2 wuhl Ztgpeiv® S
hydrofobn2 substr §t, k dtgpe kdejsos 2 Ipidy
Set Nzscoebnd kh | d & | § & o Bypek Bydrofilni substrat, kde se
stS2dg§ 6¢mNPtéam. s

Transfer monovrstvy na substrataerakterizujgojmen Aransfer ratidi (TR). Aby se
monovrstva deponovala Kkvant ipdviehtowym tlakem. mu s 2
Zt oho dTvodu se poug2vaj?2 posuvn® bari ®ry,
a t2m ho udrffgwajh?d ek kmosnpamtzm R, u ntooddR ujj ee  w kel
kvality depoziceaj e def i nov8n | ako p aandmonoxrsihewniae n 2
hladinhD vody k ploge n¥WNes«v@l nan®Dplgedn7m
1.

Idealni Y-type film je vicevrstevny systém lonstantnimTR rovno 1 proupstrokei
downstrokedepozici?? VNt gi nou je vgalR>prio KpMymnz ner ot
povrchu substratudealni rozmezi j@R= 0,87 1,201
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2.7 X-ray diffraction (XRD)

X-ray diffraction (XRD, yp Se k| adu difraked jg aedestwi@ivni analyticka

met oda poug2vans k  malekuhatnii strukturg mliganickyicho a8 r n 2
anorganicklch | 8tek. Metoda je zalogena n
z8§SXmy)sk(rystalickim vzorkem. Jako zdroj z¢&
trubice (Obr 6).2

PSi pr Tchodu ®hon orcehrtogreartave&kh o z §Sen? | 81t k
sel ektrony wvzorku k difrakci . X-Byglxavisiama i nt e |
vnitSn2 struktuSe vzor ku apravidelnou strakmfois t D n 2
(monokrystal)akpTns20 bhS?j gakkeo wd& XRDd imtee lom @& m md)
intenzitu a Ghlydifrakce Intenzitarozptyle®h o 7 &S eri2d NDna | ragptglu f unk c
(2thetd. Struktura materialu je stanovenamalyzy UhluUhel2 Ya intenzityi velikosti

pz2RT

Ve vhRDtginN pS2padT se viny z8§8Senzepdidleyr ug?

Braggova zakona znasobi (Oby:
2d s i=mal

Kded je vzdalenost mezi 2 difraktujicimbvinami dje Ghelrozptylunj e $8&8d (cel ®
a o je vino¥s d®l ka z8&§8Senz,

Obr8§zek 5. Rozpt wlr sz&®an 2| pdktirrot
a Yhel fozptylu d.
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Previous detector

niometer
Gontome One point, one channel \3’ ‘

Obr§zek 6. XRD pS2stroj: zmbdhdyr as§
se nach8z2 vzorekrTzB85&hz2z2wvuhhTnnNj

Funkci difrak]| n2 h wvelikgstrozptylovénaseltarSransferum &tery a k o

se ziska zovnice:
q= @Gidd)a/ [nm7
Kdedj e %“%hel rozptylu a & vinovg§ d®l ka z§Sen

Vel idgniem&@ z8visl 8 na vinov® d®l ce, kter$§ z
kter® je vinov§ d®l ka i ¢ .difrakogranty tralnzg,T cjhs m
typT mhRSen?

Dal g2 dWElldédiitnow je pSevr§cc@ig mezirovinngt
s=¢/ (2* ) [nmf]

Zt ®t o pSevr8§cen® hodnoty z2sk§8me pomoc2?2 nS§
d:

d=1k [nm]
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Vyugit2 XRD metody je girok®, Kr esmhDdgr lven
ke zjigthDn2z, zda je materi 8l amorfn2, zda
velikos®t®mS2 gky.

2.8 Atomic Force Microscopy (AFM)

Atomic force mecroscopy (AFM, vp Se k| adu mi kroskopi e at
mi kroskopick§, neopti ck 8roj-rmez mran ® mkut ez &b rsa
povrchu materi 8lu. AFM umogRuje pSesn® a

elektrickych, magnetickych, chemickych, optickya mechanickych vlastnosti povrchu

vzorkT ve vel mi®*vVysok®m rozligenz.

MNDSen2 tNchto vlastnost?2 mastrgm hrofein [ObP.r ob 2 h !
Hrot, ktery je integrovarve volném konci raménka sondy, je vyrobek 8e m2 ku neb
nittidu kSemi | i t ®ho. Piezoelektrickl keramickl
pozici AFM sondy vzhledem govrchu vzorku. Zatimco se AFM hrot hybe po nerovném
povichug TznT mi vyv]i gepoloharaamm® nak ad 2srea nmhin2 . Las
vychazejicie zadn?2 | §8sti ARyid zm® m®nd lod,y wd danddurj 8eg ?
citliv®ho fotodetekrotu. Pol ohy bodT, kte

zkombinovéany a z nich je vygenerovanirop z mRr nT obr a2 povrchu v

DETECTOR
AND FEEDBACK
ELECTRONICS

PHOTODIODE ’LASER

AFM PROBE
—

\J
J—/\/\N

SAMPLE SURFACE

-PIEZO SCANNER

Obrazek 7AFM: paprsek laseru dopada na diodu, ktera je na konci
pohybujiciho raménka@aprsek se odrazi do fotodetektdtu.
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3. Experiment8ln2z | 8st

3.1 Pougit® chemi k8lie a mater.]

Ceramid EOS by | pSipraven na katedSe organi
publikovaného postup#.Cer ami d NS byl zakoupen od spol
(Alabaster, AL, USA). Chol a MK jsou od firmy Sigafddrich Chemie Gmbh
(Schnell dorf, NBDmecko) .

Skl =slekdistila ve smRsi ApiranSGak®@hi, co
od firmy PENTA chemicals wumnal id@ilted uUPnald
MilliQ.

Roztok dichlordimethylsilanu& i | ani zac skl 2] ek bAldrichzakou
Chemie Gmbh (Schnell dor f, NDmecko) .

Ultralist8 voda MilliQ byla z2sk§gMeaxk pougi
Millipore, Billarica, MA).

Suroviny kp S2 pravh acet §tov®ho pufru: octan so
Lesk8 r eplelniadctkva pd fiany RNMAc hemi cal s unl i mi ted
republika).

Organick8 rozpoalytidt a® by ¢ lao v-RidichCChemieal i t D
Gmbh, Schnell dorf, NBDmecko).

Substrat MICA knan8gen? kyseliny behenov @Westy I z a
Chester, Pennsylvania, USA) a kyselina behenovad od Fluka Chemie Gmbh (Buchs,

GvlicaBkkd)ka byla vyrobena firmou BrandE (

3.2 PS2prava skl?2]ek (substr§tu

Vtomto experimentu bylgklpolughk t yna&2 Ktyery® poe
| i piistty drofiln2m a hydrofobn2m povrchem. Vv
skl 2] ka vylistit.

Skl 2| ka se po omyt?2 | ar etnz va Adpeisrtainlhoav aentocuh fil

koncentrované kyseliny sirév(HhSQw) a peroxidu vodiku (bD2) vp o mRDr u 3 : 1.
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vel mi nebezpel n8ssmBsaNs? ougikar kpbvrchur gani
skl 2] ek. Nakonec udarsakist®avopghN8§adahlild i Q@ a
kosugen?2.

Pr o z2 s ks$hny2d rsokflo?blneekm povrchem se skl 2] ka v

oplachlaMilliQ, acetonem achloroformem (CHG) . Po osugen? se vilo
speci 8l nD pro tzv. silanizaci, kter$§ by
dichlordimethylsilanu CHCls. Proces trval 24 hodin. N a

v ultrazvuku, oplachovaniv CHEA v y s @xgikatodu. v

3.3 Roztoky a pS2prava vzorkT

3.3.1SmRNs NS

Prvn?2 s ohblesterbly@ISj | smNs mastnlich kyselin (MK

vmol §rn2m pomNRru 1:1:1. PotSebn® hmotnost.i
Mol 8rn2z pomBDr Chol: MK: Cer NS (1:1:1)

1) CholesteralS i g maHydro3yEb-cholestene, M= 386,65 g/mol)

2) MK smhDs (C26, C22, C24 (1, 8%: 4, 0%: 47, €
345,58 g/mol)

3) C24 CeramideNS, Avanti polar lipids (d18:1/24:0, N-lignoceroytD-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 = 1386 g/mol
Celkovda m =5 mg
386,65 éeééé.. 1382, 36

y xéeéeeéee.5 mg

<>
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x=1,4 mgChol

Latka Vypolten/Vypol ten/Navg§gen®
Chol 1,4 0,0014 0,00315
MK 1,25 0,00125 0,00154
CerNS 2,35 0,005 0,00257
Tabulkal. Hmot nosti Is8ilkeski pNSo. pS2pravu
L8§tky se navggily d&o ok pmst ioldynRehlordfarz p b a g

methanol CHClk:MeOH) (2:1) aroztok se doplnil po rysku.

PS2pr avNSks mBs Bi Linonvaéem V:

Z8sobn2 roztoky Chol, MK a Cer NS s sm2 c h:
(Tab.2).
S mMINS

Latka V [¢el]

CHOL 888 a 890

MK 1623 a 16

Cer NS 1830 & 18

Tabulka2. Podle t®t o tabs8l ky se vytvoSi
Tento roztok se vysugil p o ds nddrsaaysibve d u s 2 k
smisi Hexan: et hanol (Et OH) 96% (2:1)
3. 3. 2ECS/N® s
SMIEOS/INSb y | a tcholesRedm4gChol) , smaldst nT ch kyseilin

ceramiduEOSaceramiduNS (CelEOSCeNS)vmo | 8r n2 m p 8GvPpMalarnl : 1 : ( C
pomDr Chol : MK: Cer 1: 1CerEQS:CerNSEmodes8rr ngen PloImi

0,3:0,7.
Pot Sebn® hmotlnyosnt§s lseed wjy2pco?|m tzap Tsobem:
Mo |

8§rnz pomhEOCSTENT (L:MBI07)C e r
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1) Chol est er edydro$is-gholiesterfe3Vvb= 386,65 g/mol)

2) MK smRDs (M= 345,58 g/ mol)

3) C24 Ceramide NS, Avanti polar lipids (d18:1/24:0, NignoceroytDerythro
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

Celkova m = 6mg

gy X éééeééeéeéeée. b6 mg g
x =1,55 mgChol
Latka Vypol tenVypoltenNavggen
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
Tabulka3. Hmotnosti | §t EOSINBro pS2pravu smhs

L8§tky se navs§gily do 1 ml odmBRDr nkMdOHb an Nk
(2:1), sroztok se doplnil po rysku.

PS2 pr avEOSASkMsist Si kovEn2 Linomatem V:

Zasobni roztoky Chol, MK, CerEOS a CerNS se smichaly tak, aby vznikla jejich
ekvimol 8rn#&. smRDs (Tab.
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S mIEOS/NS

Latka V [ el ]

CHOL 814 & 810
MK 772 & 770
Cer NS 979 & 980
Cer EOS 862 & 860

Tabulka4Podl e t ®t o t abuHOBMHNS se vytvoSila

Tento roztok se vysugil posmPs oH MFHphrstibs u s 2 k |
ve smNsi Hexan: EtOH 96% (2:1) pSi koncentr

3.3.3 PS2prava r ozt depoaicinapubsrétponogi b e h e
LB techniky

Roztok o] koncentraci 1 mg / ml vzni kil roz
CHCIz:MeOH (3:1).

3.3.4 PS2prava acet8tov®ho pufru pr
pomoci LB techniky

PSi namingSera2 skl 2| ko se jako pufr m2sto vo
fyziologi S&®5.pH kTge (

Pufr se pSipravil dle n§8§vodu:
pH = 5,50 10 mM

500 ml inotova sila= 0,0008 M 25°C

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

Octan sodny = 0,0042 mol M= 136,08 x 3 HO

M octan sodny= 0,0042 x 136,08 6,5715 g

M k. octovi= 0,0007 X 60,05 9,042 ¢(99 %)
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Hustota ()= 1,050 g/ml
} = m W= m/;= 0,042/1,05 = 0,04 ml
V k. octova=4 0 e |

Po pS2pravhD se zmNDSi-hetrempH acet 8§t ov®ho pufr

3.4. Linomat V

Jednouamo gnost 2, jak nan®stpeoeugittviyymliipndmana
o pS2stroj, kterlT pomoc?2 stS2kalky a plyn
Dusik se ziskava zl akov® | 8hve, ktearlkd& i pnemahtaudi Vko

nast Si kov&n2 se stolek pod stS2kal kou pos
plochu je zajigthRno pS2davnim posunem ve

na plochu pod jehlou.

LinomatVijeoviadap o]l 2t al emkpomo wd n€AITIS, kde se pS
pokynykzah§8j en2 procesu nan§gen2. Je potSeba
Aonl i nefi, ptod ®y adpearj ead bsSnpr aPenk a§gtd®Mmkahka
znovu naplni vzorkem, posune se rartstvaci misto a na Linomatusés t | tall & 2t ko
ARun .

Vtomto experimentu se pougil Li nomat V ( Ce

3.4.1 PS2prava vzorkT na nastSi kov§r

S MINS:

Dovialkysvy s wdge rs midse2 pN83 dal o 1,1 ml rozpougt nDd

Roztok se uchovaval mrazaku.
c =4,5mg/ml

m =5 mg

c=m/V->V=m/c=5/45=1,111mlr ozpougt NDdI a
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S mIEOS/NS

Dovialkysvy s w@e rs mRDs 2s eE@SYiNdSal o 1, 33 ml rozpoug

(2:1). Roztok se uchovavalmrazaku.
¢ =4,5 mg/ml

m =6 mg

c=m/\V->V=m/c=6/45=1,33mIr ozpougt nNDdI a

Po zapnut? Linomatu V se zkontrol oval tl a
tlakové lalvi. Na PC se spustil program winCATS File -> SCS8-1-2009.cha> run->

execute next step.

Z8kl adn2 sch®ma nast Si kov§gn?:

Vzorek mlipidu[mg] |ZSedRDn2 [Po]| et Vi ngs
N8&st Si|vok| €1 ]
1. 1,35 X 3 100
2. 0,45 X 1 100
3. 0,0675 15 veotku+ |1 100
85 el rc
4. 0,027 20 ¢l viz3 100
80 el r ¢
5. 0,009 20 ¢l wv2z1 100
80 el rc

Tabulka4. Z 8§kl adn2 sch®ma nast Si kovgn2 Lin
S MINS: CerNS/MK(1624)/CHOL =1:1:1mol/mol/mol
hydrofiniin§st Si k | . 1 byl proveden jen
hydrofobniin §st Si k probnhI bez probl ®&mT
S MIEOS/NS(CelEOSCerNS)/MK(1624)/CHOL=0.3:0.7:1:1 mol/mol/mol

hydrofini in§st Si ky 4 a 5 bylyvypriogeldehy
skl 2] ek neg 1, 2, 3

hydrofobnitvysugovg§n2 vzorku byl o zpomal e
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Skl2] ka se po nasteXisk k&8 m2r un esceh avla&k uws g ivtl

kel 2mkT na teflonovl podstavec. @400% e | 2 mk
reld i vn2 vl hkosti. Kel2mky se vzorky se nS§s
trouby dochazelo pr ocesu Aannealingi na 70 UC N z
Aanneal ingidi se vzorky nechaly 4 hodiny por

3.5 Langmuir 7 Blodgettovatechnika

Dal g2 mognost?2, jak nan®st vr Blodgetovy i pi dT
techni ky. ZaS2zen? snee bsok | ASvraéfiond- kygitdfpbnila® A n § ¢
lipofébnii 170 x 50 mm8500 mm. Upr osAvSaend |tk&tfio se nach§z?
kter® se ponoSuje substr §depogpcdi Dnoa nvagneinl2k yv r
nalije pufr, do kter ®ho sWihepmy plaigsS,2 k teeprl To midi3
povrchovytlak. Na oba krpaSjieg ewanr?i lhkyydrsod i | n2 bari
ksobhD a od sebe. Vani | k a tejnestat, &terprequlejmaa d v N n
udr pwjtSebnou teplotu pufru.

Vani | ka se owpdl8dt8alaipln&klmaec 2kaontrol n2 jednot

V tomto experimentusg o u § i | p S2 § Bladgeit Trdugh iy '2NIMA, Espoo,

Finsko).

3.5.1 PS2prava Vvdodbednkppstup | i gt Dn2 puf
Vani | ka by lpao|p&plikatdifSY NIMA. Rapnul se modem, termostat a

chl azenz. Nastaviisatpgne pogadovan8 teplota
Do |ist® a such® vanilky se nalil pufr, p¢
na h8lek nad vanil kou se zavddewzcetakiseaddi nov T

kol 2ku nad vanil kou pSipevnil Ssubstr8t, n

vynulovala jeho poloha.

Neg se mohl zardahladnpanageta pwzovgklNt jakl ko
pot Seba se ujisotvpufrgenepsoangf§de®neeél i st

stdla. Vot evSen® tampluil k@ciAManual Control UnitH
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Controlsii a ABarrier 1 Gmmtdr azlas fia.l yP $2oksaozue
kter® se zast awipliy kaysgt ipalkmsuetiredcfustilNg v

modul u se zkontrol oval apohjoaddnoovtaan §p chvordcnhoot va®
pod 0,09 mN/m. Pokud byla namhRSen§ hodnot
vpufru nachdzel p S2 | inge| mrsato@ , b ykito pot Seba odstr a
Pasteurovou pi petou t DsnhN na rozhran? b
koncentrovaly nejvZ2ce, a nabralo se mal ®
odsunuly od sebe, vynulovala se vaha, e baiéry posunulylks ob D a zkontro
se napBtpadid, ¢ge neby,lpa op e§sedpakival gcekiokyd not a
byly pro vgechny n8sleduj2c?2 pokusy stejn(

3.5.2 MRSen?2 jizotermy kyseliny beher

Tent o pokseznamehicsetgcinli kbu a z2skg&n2 pSedst a\
Langmuirovamonovrstv® S2 pr av a v asunbfatdlyly pravedénp djetollennho

postupuyp Sedchoz?2 podkapitole.

PSi mNSen?2 izotermy skbjagsepbiaquy thahéso E8® voe a
MNRNSila se dohromady tSikrgt pSi teploth 2F

Kdyg byl o sybfaz=lti@t g@egleno byl o vypolédvah®,
zal §tek z8kroku.Asohy mN&Ek a2 s b aopmndanse wmbulka

AExperi mental setupfi n8§sledovnh:

Name: Kar Behen 1,2,3

Wilhelmy, Perim: 39,240 mm

Subphase: voda 25,0 °C pH 7,00

Substance: Behenova kyselina Conc.: 1 mg/ml

MW:340,6 Vol ume:

Substrate: mica

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

Tabulkab. Nastaven2 experimentu mhRSen? iz
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Experimental setup:

Do stS2kalky se nabralo pogmdoaak®goowpbd
vanil ky se nakapal o 1@o €3 )k a P8 cnha n(feds@mrzo nsee
nechat odpaSit rozpougthRdl o po dobu 20 mir

Vyplnila se tabulka AThrough1 GCsoonbtlT oplossfio uav
bariéry,ath st |l al ovat | 8sdhR,e daludkundbdylge &os a

povrchového tlaku.

Troughl Controls:

From Go to Target Rec On

Surface Pressure 1 Cycle

Gain control: 1,0

Target: 60,0 mN/m

Rate: 10,0 mm/min

Tabulka6. Nastaveni posunu bariér

BNDhem tohoto procesu stlalov8n?2 se na pol“

versus Mean molecular area).

LigthPDn2 vanil ky byl o prodide)deno dle obecn®f

3.5.3 Nan8gen?2 kyseliny behenov® na

Tent o pokwsenamenicetgeicchnk kou a z2sk§n2 pSeds:

nang8§gen? vzorku NS na substr8t.
PS2prava v asubfazeaylp pravederio §lé dbectiého postupu.

Knan§8§gen2 se pougil stejnl v subfazeske jpaokuog iul ¢
ul tralist8 voda | MirlsltivQMl ac@jt & kgd §dwbhst rk§ter 8§
kol 2ku nad vani| kau & zmarekSislea nsaen §dye | p pfSi
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Kdyg byl o gdubfigel @435t §ebgter Stkapahbdb&Breilchwo b
vynulované, nastavil sepvo | 2t al i zal §tek zSApfoikan§yghi a

vzorkia vyplnila se tabulka AExperi ment al s e

Experimental setup:

Name: Kar Behen dip 1,2,3

Wilhelmy, Perim: 39,240 mm

Subphase: voda 22,0 °C pH 7,00

Substance: Behenova kyselina Conc.: 1 mg/ml

MW: 340,6 Volume: 10,00 nl

Substrate: mica

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

Tabulka7. Nastaven2 experimentu nan8genz K\

Do stS2kalky se nabralo pogadovan® mnogst
vanil ky se nakapalo po 3 kapk8ch (dohr oma
nechat odpaSit rozpougthRdl o po dobu 20 mir

Vyplnila se tabul ka AThrough1 GCsoonbtlT oplossfio uav
bari ®ry, a t2m stl alsobdt mMokeldulsey nzeykwvols

Troughl Controls:

From Go to Target Rec On

Surface Pressure 1 Cycle

Gaincontrol: 1,0

Target: 30,0 mN/m

Rate: 10,0 mm/min

Tabulka8. Nastaveni pohybu bariér
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BNDhem tohoto procesu stlalovg8§n2 se na pol“

versus Mean molecular area).

Jakmil e byl proces dokonl| en, objevila se
pot Sebn® wWdaj e:

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

Tabulka9. Nastaven2 prTbRDhu nan8gen?

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

Kar Behen Dip 3: Lower limit =5,8 mm

Tabulkalo. Dol n2 1 imit zasouexBenmentschbstr 8tu p

Monovrstva se pSi tlaku () 30 mN/m necha

depozice. Mica se pomaluvysouvalpm f r u za soul asn®ho pSi bl
Vgechno se zgrabmeAZvahsefer andaSerf Nod.pr

Pokagd® se nan8gela 1 vrstva, po kter® se

stim samym substrate(MICA).
Transfer monovrstvy na substrat probihal za povrchového tlaku 30 mN/m.

LigtPBDn2 wvanil ky byl o pfivedieXdeno dl e obecn®t

3.54 Depozice vzorku NS na substrat

PS2prava vanilky a |ligthRn2 pufru bylo pr o\
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Knang8§gen2 se pousphifidtese zpoeg§i NSaaej 8kovIl puf
Vzorek se pSi ksadgu|®ans reffvjgpahay 2z 0§ g ¢ n2 skl 2| |
pSichytila na kol2k za roh, aby byl vzorel
teplotn 22 AC.

Kdyg bylo jist®, ¢ge | epupfufur, la swvtd e c hsnuob shtyrl
nastavil se yo | 2t al i zal 8tek z8&8kr dhkans8grbzraaV ao rsli

vyplnila se tabul ka AExperimental setuphf

Experimental setup:

Name: Kar NS Dip 1,2,3

Wilhelmy, Perim: 39,240 mm

Subphase: 22,0 pH 5,50
acetatovy pufr °C

Substance: NS Conc.: 1 mg/mi
MW: Volume: 15,00 nl

460,8

Substrate: glass wafer 9x9 rim

Shape: Height: 9,00[ Width: Thickness:
Rectangle mm 9,00 mm 0,15 mm

Tabulkall, Nastaven?2 experi mensubstrAinanggen?

Do stS2kalky se nabralo pogadovan® mnogst v
nakapal o po 3 kapk8ch (dohromady 15 €¢Il ). P
rozpougtnhNRdl o po dobu 20 minut.

Vyplnila se tabulé&astAiTshk l