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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biofyziky a fyzikalni chemie

Skolitel: Mgr. Petra Pullmannova, Ph.D.

Posluchag: Sarka B&lochova

Nazev diplomové prace: Vliv poctu lipidovych vrstev na vlastnosti tenkych filmt jako

modela kozni bariéry

Nejsvrchngjsi vrstva kize, stratum corneum (SC), plni predevsim bariérovou funkci,
ktera je esencialni pro preziti clovéka na sousi. SC je tvorena zplostélymi odumielymi
bunkami, korneocyty, které jsou obklopeny extracelularni lipidovou matrix. SloZeni i

rrrrr

muze vést k rozvinuti nékterych koznich onemocnéni.

Néplni prace bylo ur¢it vliv poctu vrstev na vlastnosti tenkych filmt jako modela kozni
bariéry. Metodou pouZitou pro piipravu modell byla depozice tenkych filmu
technikou Langmuir-Blodgett. Byly pfipraveny jedno-, tfi- a pétivrstvé modely.
NanaSenym vzorkem byla smés simulujici sloZeni koznich lipida a obsahujici ceramid,
cholesterol a smés mastnych kyselin v molarnim poméru 1:0.45:1. Tyto modely byly
nasledné hodnoceny pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM, z angl. atomic force
microscopy) a Ramanovy mikrospektroskopie. Béhem experimentl byla pozorovana
reorganizace lipidi do vysSich struktur, kterd byla vyhodnocena jako spontanni a
vznikala jiz v kratkém case od ptipravy. K prokdzani, ze vyssi struktury nejsou
necistotami z prostiedi, byla pfipravena nova lipidova smés obsahujici mimo ceramidy
a cholesterol i deuterované mastné kyseliny. Po depozici byly modely této smési opét
hodnoceny Ramanovou mikrospektrometrii, kterd prokazala, Ze zminéné vyssi

struktury vznikaji z nanaSené lipidové smési a nepochazi z vnéjsiho prostredi.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biophysics and Physical Chemistry

Mentor: Mgr. Petra Pullmannové, Ph.D.

Student: Sarka B&lochova

Title of Thesis: Effect of the number of lipid layers on the properties of thin films as

skin barrier models

The uppermost layer of the skin, the stratum corneum (SC), primarily serves a barrier
function that is essential for human survival on dry land. The SC is composed of
flattened dead cells, corneocytes, which are surrounded by an extracellular lipid
matrix. The composition and arrangement of SC lipids are closely related to the proper
structure and function of the skin, and their disruption can lead to the development of

certain skin diseases.

The study aimed to determine the effect of the number of lipid layers on the properties
of thin films as skin barrier models. The method used for the preparation of the models
was the deposition of thin films by the Langmuir-Blodgett technique. Mono-, tri- and
five-layer models were prepared. The deposited sample was a mixture simulating the
composition of skin lipids and containing ceramides, cholesterol and a mixture of fatty
acids in a molar ratio of 1:0.45:1. These models were then evaluated by atomic force
microscopy (AFM) and Raman microspectroscopy. During the experiments,
reorganization of the lipids into higher structures was observed and was determined to
be spontaneous and may occur shortly after preparation. To demonstrate that the higher
structures were not external impurities, a new lipid mixture containing deuterated fatty
acids in addition to ceramides and cholesterol was prepared. After deposition, the
models of this mixture were again evaluated by Raman spectrometry, which showed

that the mentioned higher structures originated from the deposited lipid mixture.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

SC
AFM
Cer
Chol
FFA
MK
CholS
CE
LPP
SPP

SP

TR
PTFE

IR

stratum corneum

mikroskopie atomarnich sil (z angl. atomic force microscopy)
ceramid, ceramidy

cholesterol

volna mastna kyselina (z angl. free fatty acid)

mastna kyselina

cholesterol-sulfat

korneocytarni obalka (z angl. corneocyte envelope)

faze s dlouhou periodicitou (z angl. long periodicity phases)
faze s kratkou periodicitou (z angl. short periodicity phases)
povrchovy tlak (z angl. surface pressure)

sttedni plocha na molekulu (z angl. mean molecular area)
transfer ratio

polytetrafluorethylen

infraervena spektrofotometrie (z angl. infrared)



1. UVOD A CIiL PRACE

Kuze, nejvétsi organ lidského téla, plni mnoho zakladnich vitalnich funkei zahrnujici
ochranu proti vnéjSim vlivim, prevenci ztraty vody i termoregulaci. Esencialni
komponentou pro plnéni ochranné bariérové funkce je jeji nejsvrchnéjsi vrstva —
epidermis, konkrétn¢ stratum corneum (SC). SC je tvofena zploStélymi odumielymi
bunkami, korneocyty, které jsou obklopeny extracelularni lipidovou matrix. Lipidy SC
obsahuji ceramidy (Cer), cholesterol (Chol) a smés volnych mastnych kyselin (FFA,
z angl. free fatty acids) v molarnim poméru 1:1:1 a vyznamné se podileji na funkci
strata cornea. Slozeni 1 uspotadani lipidi SC tzce souvisi se spravnou stavbou a
funkei klize a jejich naruSeni muaze vést k rozvinuti nékterych koznich onemocnéni

jako atopické dermatitidy nebo psoriazy!.

Navzdory dualezitému vyznamu ptitomnosti lipidové bariéry a jeji funkce v lidském
téle, momentalné neexistuje naprosto uspokojivy model lipidové matrix SC. Cilem
této prace bylo pozorovat a urcit, jaky je vliv poctu nanaSenych vrstev na vlastnosti
tenkych lipidovych filmi jako modeld koZni bariéry. Byla snaha vytvofit tenké
nckolikavrstevné modely, které by se stavbou co nejvice pfiblizily tenkému

oligolamelarnimu uspotadani, ve kterém se vyskytuji lipidy ve stratu corneu.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Kuze

Kuze je nejveétsi organ lidského téla. Tvofi piiblizné 15% celkové télesné hmotnosti
dospélého cloveéka a plni mnoho zakladnich vitalnich funkei zahrnujicich obranu proti
vnéjsSim fyzickym, chemickym i biologickym vliviim, prevenci nadmérné ztraty vody

povrchem téla a hraje roli i v termoregulaci?.

Je tvofena tfemi vrstvami, epidermis, dermis a hypodermis, znichz se kazda lisi
signifikantn¢ svou anatomii i funkci. Tloustka jednotlivych vrstev kiize zavisi na ¢asti
téla. Nejtlustéjsi kiize je na dlanich a ploskach nohou, kde epidermis obsahuje jesté

navic vrstvu stratum lucidum®.

e=—_—— Stratum corneum

Epidermis

— Stratum lucidum

— Stratum granulosum
Dermis

— Stratum spinosum
Hypodermis

— Stratum basale

/"\_/g

Obrdzek 1: Zndzornéni vrstev kiize a vrstev epidermis. Prevzato z *.

2.1.1 Hypodermis

Hypodermis (oznacovana také jako podkozni tuk nebo tela subcutanea) je nejhloubéji
ulozenou kozni vrstvou a hlavni strukturni oporou kiize. Je tvofena vazivovou a
tukovou tkéni a jeji tlouSt'ka zavisi na ¢asti téla, pohlavi i stavu nutrice. Tukova tkan
piispiva k tepelné izolaci, odolnosti proti mechanickému stresu a slouzi jako zasobarna

energie>S.
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2.1.2 Dermis

Dermis je stfedni vrstvou kiize. Je tvofena piedevSim pojivou tkani a obsahuje také
fadu krevnich a lymfatickych cév a nervii. Tloustka dermis se pohybuje od 0,6 mm az
po 5 mm v zavislosti na ¢asti téla. Nejtenci je na ocnich vickach, naopak nejsilné;si je
na zadech®?®. Je tvofena dvéma &astmi, pars papillaris a pars reticularis. Pars
papillaris je svrchnéjsi a podstatné tenci ¢ast dermis vybihajici vici epidermis
v papily. Pars reticularis je siln€j$i, hloubéji ulozena vrstva skladajici se husté sité

kolagennich vlaken®’.

2.1.3 Epidermis

Epidermis je nejsvrchnéjsi a nejvice biologicky aktivni ze vSech vrstev, jelikoz se
neustale obménuje délenim bungk stratum basale®. Jeji tloustka se pohybuje mezi

0,2 — 1,5 mm v zavislosti na lokalité. Je bezcévna a vii¢i dermis vybiha v cepy®.

Funguje pfedevsim jako fyzické a biologicka bariéra zabranujici prostupu patogenti a
iritantt do t&la’.

Epidermis je slozena hlavné z platd keratinocyti, ale obsahuje i neepiteliadlni bunky
veetné antigen-prezentujicich dendritickych Langerhansovych buné€k, melanocytl a

Merkelovych bungk'’.

Keratinocyty produkuji keratin a jsou zodpovédné za tvorbu epidermdlni bariéry
prostfednictvim produkce a sekrece lipidi. Kromé toho také reguluji absorpci vapniku
aktivaci prekurzori cholesterolu UV zafenim na vitamin D a pfi poranéni se podileji
na tvorbé nékterych cytokinti>®. Béhem svého vyvoje prochazeji keratinocyty
diferenciaci, kterd probihd za migrace bunky zbasalni vrstvy aZz do vrstvy
nejsvrchngjsi. Findlnim stddiem je bezjadernd, zplostéla bunika — korneocyt. Tento

proces trva pfiblizn& 3040 dni’.

Podle stupné diferenciace keratinocytu Ize rozd¢lit epidermis na pét vrstev. Epidermis
tenké klize ma Ctyfi vrstvy, tlusté kiize ma vrstev pét. V poradi od nejspodnéjsi vrstvy
je to stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum

(nepiitomné v tenké kiizi) a stratum corneum®'°.
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Stratum basale je nejhloubégji ulozenou vrstvou epidermis. Byva také oznacovana
stratum germinativum, protoze v ni probiha déleni keratinocytl, i kdyz ne vSechny
keratinocyty v této vrstvé maji potencial se délit. VEtsinou je tvoiena jednou vrstvou
palisadovité usporadanych cylindrickych keratinocyti s velkymi jadry a basofilni
cytoplazmou. Keratinocyty jsou navzajem propojeny mezibunéénymi spojenimi
zprostfedkovanymi desmozomy. K basdlni membrané, kterd oddéluje epidermis
od dermis, je stratum basale ptipojena pomoci hemidesmosomi. Kromé keratinocyt
jsou v této vrstvé obsazeny také melanocyty tvotici 5-10% bunééné populace stratum
basale. Melanocyty obsahuji kozni pigment melanin, ktery absorbuje Skodlivé
UV-zéfeni a chrani tak bunéénou DNA. Mnozstvi melaninu a jeho distribuce v kiizi

uréuji barvu kiize*> 8,

Stratum spinosum se sklada znékolika vrstev polyedrickych bunck spojenych
desmozomy, které se pod mikroskopem jevi jako tzv. ,trny“. S postupem k povrchu
ktze, keratinocyty ztraceji vodu, zplostuji se a cytoplazma se stava vice acidofilni.
Krom¢ keratinocytli jsou ve vrstvé obsazeny 1 dendritické Langerhansovy buiiky, které
se neucastni procesu keratinizace ani pigmentace, ale vazi a prezentuji antigeny

T-butikdm a jsou vyznamnou slozkou bunééné imunity™>"*,

Stratum granulosum je tvotena 1-5 vrstvami postupné se zplostujicich bunék jesté
stale s jadry. Keratinocyty obsahuji keratohyalinova granula s prekurzory keratinu.
V cytoplazmé se také nachédzi mensi lamelarni téliska (Odland bodies) syntetizujici
prekursory lipidi SC. Buiky wuvoliuji lipidovy obsah granul exocytézou
do mezibunécného prostoru, kde jsou lipidy enzymaticky zpracovany za vzniku
hydrofobnéjsich lipidt stratum corneum. Tyto tvoii mezibunécnou lamelarni
lipidovou matrix a vyznamné se podileji na bariérové funkci epidermis a vzajemné
kohezi bunék stratum corneum. Ve velkém mnoZstvi jsou ve stratum granulosum
obsaZeny lysozomalni enzymy, protoze zde dochazi k rozpadu bunécnych organel a

findlni diferenciaci keratinocytll na korneocyty strata cornea®>*!!,

Stratum lucidum neni piitomna v tenké epidermis. Je to tenkd vrstva tvofena Ctyfmi
az Sesti fadami extrémné plochych bunck vétSinou jiz postradajici jadro. Je
povazovana za prechodnou zénu mezi nezrohovatélou a zrohovatélou vrstvou

epidermis™S.

12



Posledni a nejsvrchnéjsi vrstvou je stratum corneum (blize viz kapitola 2.2).

2.2 KoZni bariéra — Stratum corneum

Hlavni funkci kiize je slouzit jako fyzikélni bariéra mezi té¢lem a okolnim prosttedim.
Kapacita této bariéry je z velké ¢asti dana fyzickym stavem a strukturalni organizaci

extracelularni lipidové matrix strata cornea'?.

Nejsvrchnéjsi vrstva klize — stratum corneum — chrani télo pfed nadmérnou ztratou
vody a zabranuje vstupu Skodlivych latek, alergenti a mikrobii z prostiedi. Je tvofena
15-25 vrstvami zplostélych mrtvych bunék, korneocytli a extracelularni lipidovou
matrix, kterd vypliiuje mezibunééné prostory™'*. K zajidténi dostate¢né bariérové
funkce, jsou lipidy v SC vysoce organizované a specializované. Lipidova matrix je
tvofena prevazné ceramidy (Cer), volnymi mastnymi kyselinami (FFA, z angl. free
fatty acids) a cholesterolem (Chol) v pfiblizné ekvimolarnim poméru 1:1:1 a v mensim
mnozstvi cholesterol-sulfatem (CholS). Zachovani ekvimolarniho poméru je dulezité
pro udrZeni epidermalni homeostdzy a zmény ve slozeni lipidl jsou spojovany

s poskozenou funkci kozni bariéry!:!3.

2.2.1 Volné mastné kyseliny v SC

Volné mastné kyseliny v kozZni bariéte obsahuji 14-34 C dlouhé, vétSinou nevétvené
a nasycené uhlikaté fetézce. Pfevazujicimi mastnymi kyselinami v SC jsou kyselina
lignocerova (24 C) a kyselina cerotova (26 C) tvotici az 50% celkové hmotnosti FFA
v SC. Obsah nenasycenych a kratSich mastnych kyselin je nizky. Koncentrace téchto

FFA se v$ak zvySuje u patologickych stavii jako je atopickd dermatitida'>'.

2.2.2 Cholesterol v SC

Cholesterol a jeho derivaty jsou lipofilni steroidy s typickou rigidni strukturou se

ctyfmi cykly (ABCD struktura). Cholesterol tvoii ptiblizn€ 27 % lipida SC a pfispiva

.....

cholesterolu je uvedena na obrazku 2.

Cholesteryl-sulfat je minoritni slozka SC, tvotici asi 2-5 % lipidd SC'*,

13



cholesterol

Obrazek 2: Struktura cholesterolu s typickym ABCD usporadanim cyklii.

2.2.3 Ceramidy v SC

Pievazujici slozkou lipidii SC jsou ceramidy tvofici pfiblizn€ 1/3 lipidovych molekul
ale asi 50% hmotnosti lipidové matrix SC!*. Jejich prekurzory jsou primarné
syntetizovany v endoplazmatickém retikulu ve stratum spinosum, skladovany
nasledné vlamelarnich téliskach ve stratum granulosum a poté, co jsou bunkou

vyloudeny, tvofi multilamelarni bariéru kolem korneocytii strata cornea>.

Chemicky se jednd o heterogenni tfidu sfingolipidii srelativné malou polarni
hlavickou a dvéma hydrofobnimi fetézci — sfingoidni bazi a N-acyl fetézcem.
Sfingoidni baze (obvykle 18 C dlouhy aminoalkohol) je soucasti vSech ceramidu.
Kozni ceramidy obsahuji sfingosin (S), dihydrosfingosin (dS), fytosfingosin (P) a
6-hydroxysfingosin (H) a nové i dihydroxysfinganin (T) se ¢tyfmi hydroxyly. Priméarni
aminoskupina sfingoidni baze je acylovdna mastnou kyselinou, ktera je obvykle
nasycend, nevétvena a dlouha (24 C) nebo ultra-dlouha (az 38 C). Retézec mastné
kyseliny mlze byt déale nesubstituovany (N), a-hydroxylovany (A) nebo v ptipadé
ultra-dlouhych fetézcl w-hydroxylovany (O). Tento ®-hydroxyl muze byt dale
esterifikovan linolovou kyselinou (EO). Existuji 1 ceramidy se tfemi hydrofobnimi
retézci, kdy je esterifikovan hydroxyl vpoloze 1 sfingoidni baze

(1-0-E)"-18,

Strukturni typy ceramidd jsou zobrazeny niZe na obrazku 3.
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sfingoidni dihydro- 6-hydroxy-

sfingosin (S) 1-0-acylsfingosin

baze sfingosin (dS) sfingosin () [ytosfingosin (P) (1-0-E_S)

1,H s 1,9 5 Gog OB 1 ,M s o OH

HO™3Y "Cuatyy  HO T3S Cuttyy HOTY TR HO Y IY Cuater  CyaHar™ 0™ Craby
NH NH; NH, © OH NH>OH NH,
ietézec MK (d18:1) (d18:0) (t18:1) (t18:0)
non-hydroxy kyselina (IN)
W00l Ceramid NS Ceramid NdS Ceramid NH Ceramid NP Ceramid 1-O-ENS
23

(o]
alfa-hydroxy Kyselina (A)
_— Ceramid AS Ceramid AdS Ceramid AH Ceramid AP Ceramid 1-O-EAS
WOK‘\C??Has

omega-linoleoyloxy
kyselina (EO)
(e}

HO\"’{’TO)H_\/:C'DH11

O 7 volné se vyskytujici koZni ceramidy

Ceramid EQOS Ceramid EOdS Ceramid EOH Ceramid EOP

omega-hydroxy kyselina (O)

HO L Hh o
D N

Ceramid OS Ceramid 0OdS Ceramid OH Ceramid OP

ceramidy vazané na Korneocytarni obalku

Obrazek 3: Prehled typii ceramidii kozni bariéry, jejich chemického slozeni a nomenklatury —

pFevzato a upraveno z .

2.2.4 Korneocytarni obalka

Korneocyty jsou obklopeny kornifikovanou bunécnou obalkou (CE, zangl.
corneocyte envelope). CE je tuha protein/lipidova polymerni struktura nachazejici se
na povrchu cytoplazmatické membrany, kterd se skladd ze 2 casti: proteinova a
lipidova obalka. Vnitini Casti je proteinova obdlka tvofena bilkovinami jako napf.
involucrin, loricrin, a dalsi'’. Vn&jsi lipidovd obalka piedstavuje jednu vrstvu
o-hydroxyceramidu s ultradlouhymi fetézci a v malém mnozstvi také mastné kyseliny
s ultradlouhymi fetézci, kde jsou oba komponenty kovalentné navazany na vnéj$i

stranu proteinové obalky'®,

2.3 Organizace lipidii v SC

K pozorovani uspotfadani lipidii v SC se nejcastéji vyuzivaji 2 metody — transmisni

elektronova mikroskopie a rentgenova difraktometrie (X-ray)".
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Lateralni
usporadani (x-y)

X

Lamelarni
usporadani (z-y)

Obrdzek 4: Schéma 3D struktury lipidovych lamel — pievzato a upraveno z *°.

2.3.1 Lamelarni usporadani SC

Kozni lipidy nevytvaii tradi¢ni dvojvrstvy, ale multilamelarni uspotadani, kde je prvni
lipidové vrstva kovalentné navazana na povrch korneocytu'. Lamely jsou soub&zné
spovrchy korneocytl. I kdyz fada dikazi poukazuje na existenci pravidelné se
opakujicich jednotek v lamelach, pfesnd organizace lipidi vlamele neni zcela

objasnéna.

Nékolik modelt popisuje lamely jako vrstvy stftedoveé soumérnych struktur s dlouhou
periodicitou a opakujici se délkou 11.9-13.1 nm (LPP, zangl. long periodicity
phases)!. Nékteré studie také popisuji piitomnost struktur skratkou periodicitou a
opakujici se délkou kolem 6 nm (SPP, z angl. short periodicity phases) a fazi tvofenou
separovanym cholesterolem!?’. Existence a struktura LPP je extrémné citlivd na
sloZeni lipidi SC, ptfedevsim obsahu EO ceramidi. Lamely musi obsahovat pravé tu
spravnou frakci EO ceramidi. Pokud je jejich obsah vyssi, tvorba SPP je ztiZena, je-li

jejich obsah piili§ nizky, omezena je tvorba LPP?.
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Na elektronovém mikroskopu se jevi organizace lamel do opakujicich se
trilamelarnich jednotek v usporadani siroky-uzky-siroky elektron-propustny pruh (tzv.
broad-narrow-broad) s celkovou délkou 13 nm. Nejcastéji pozorované lamelarni
utvary obsahuji 3, 6 a 9 lamel (obr. 5). Trilamelarni vzor je patrny mezi okraji
sousednich korneocytti, zatimco Sesti- a devitilameldrni jsou viditelné mezi velkymi

povrchy sousednich bun&k®®.

' gl o ‘,0%-." A‘ [ e ]

- »(‘Wu‘

" o - ,.g--u-y-.’q

‘.Q -~
8 .. B — -

f

25 nm

Obrazek 5: Mezibunecny prostor SC se zobrazenim 3 (4), 6 (B) a 9 lamel metodou transmisni
elektronové mikroskopie — pievzato a upraveno z '°.

2.3.2 Lateralni uspoiadani SC

Na rozdil od fosfolipidii, zejména fosfatidylcholinti, maji ceramidy SC malé polarni
hlavicky a velmi dlouhé nasycené fetézce v all-trans uspotadani. U koznich lipidt byly
popsany 3 typy laterdlniho uspofddani fetézcii. Jednim typem je usporadani
do orthorhombické podmfiizky (z angl. sublattice). Jednd se o tésné usporadani
s limitovanym pohybem lipidt. Dal§im typem je hexagonalni podmftizka s vEtsi rotacni
pohyblivosti. Ttetim typem uspotradani fetézct je kapalny stav, kde miize byt do malé
miry zachovdno smérové a translaéni uspotadani®!®. Schéma jednotlivych podmiizek

je zobrazeno na obrazku 6.
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Obrazek 6: Lateralni usporadani SC lipidii — 2D podmiizka (horni fada) a konformace retézci (spodni

Fada) — orthorhombicky, hexagondini a kapalny stav etézcii — pievzato a upraveno z .

2.3.3 Molekulové konformace ceramidu

Diky pfitomnosti multilamelarniho uspotadani lipidi v SC, ceramidy se teoreticky
mohou vyskytovat jak ve vlasenkové konformaci, kdy oba fetézce sméfuji stejnym
smérem, tak 1 voteviené konformaci sftetézci sméfujicimi sméry opacnymi

(obr. 7).

Ackoliv organizace extracelularni lipidové matrix je zdsadni pro bariérovou funkci
ktze, dosud se nepovedlo navrhnout dostatecné dobry model SC. To miize byt
zpisobeno 1 rozmanitosti slozek SC, které spolu mohou riznymi zplsoby

interagovat®.

HO,

", S
Ho, . vlasenkova konformace
NI

oteviena konformace

Obrazek 7: Molekularni konformace ceramidu — vlasenkova a oteviend konformace.
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2.4 Poznamky k pouZitym metodam
2.4.1 Langmuir-Blodgettovy (LB) monovrstvy

2.4.1.1 Struktura a vlastnosti plovoucich monovrstev

Latky schopné vytvafet monovrstvy jsou molekuly amfifilni povahy. Jejich
hydrofobni ¢ast musi byt dostate¢né objemnd, aby zajistila molekule nerozpustnost
ve vod¢, zatimco hydrofilni ¢ast musi zajistit prichyceni molekuly k vodnimu

povrchu?!.

Zakladnim experimentalnim vystupem pii tvorbé monovrstev je izoterma zavislosti
povrchového tlaku (SP, z angl. surface pressure) na plose na molekulu (Mma, z angl.
mean molecular area), tzv. II-A izoterma. Plocha na molekulu je primérna plocha,
kterou zabird 1 molekula amfifilu v ur¢itém okamziku stlateni monovrstvy. Jednotkou
je nm? nebo A? (Angstrém &tvereéni, 1 A = 0.1 nm) na molekulu. Ze tvaru izotermy je
mozné rozpoznat skupenské faze monovrstvy — plynnou (G), kapalnou (L) a tzv.
pevnou fazi (S). Tyto faze znazornéné v pribéhu izotermy jsou zobrazeny
na obrazku 8. Je zfejmé, Ze ¢im vice jsou si molekuly navzijem blize, tim vyssi je
povrchovy tlak. Logicky 1 kompresibilita monovrstvy klesd od plynné po pevnou

fazi?!.
m_=25-50mN m"

Rust povrchového
tlaku

m (mN m")

0.20 0.25 0.5 10.0
o (nm? molecule )

Obrazek 8: II-A izoterma s vyznacenymi fazemi a schéma rozprostreni molekul monovrstvy v

Jjednotlivych fizich — prevzato a upraveno z >,
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Povrchové napéti vyjadfuje miru kohezivnich sil mezi molekulami na fazovém

i3, Pfi rozprostieni amfifilu na povrch kapaliny dojde k interakci molekul

rozhran
amfifilu s molekulami subfaze a povrchové napéti se snizi. Pii stlaCovani monovrstvy
se molekuly dostanou blize k sobé a pievazi odpudivé sily**. Povrchové napéti je
meéfeno nepiimo pomoci vertikalniho tahu na zavéseny Wilhelmyho platek, ktery je

z&4sti vnofeny do subfaze?!.

V praxi se pi1 méfeni LB vrstev vyuziva povrchovy tlak (SP). Povrchovy tlak vyjadiuje
rozdil mezi povrchovym napétim Cisté subfaze a povrchovym napétim povrchu

s rozprosttenym filmem?!.

2.4.1.2 Depozice LB monovrstey

K depozici LB filmil se vyuzivaji pevné substraty, které jsou vertikalné tazeny skrz
rozprostfenou monovrstvu za udrzovani stalého povrchového tlaku (obr. 9). Staly
povrchovy tlak zajist'uje udrzeni filmu v tzv. pevné fazi, pti které dochazi k depozici.

Hodnota povrchového tlaku se vét§inou voli mezi 20-40 mN/m?"3.

monovrstva 1

=l ‘- vzduch <«

_ bariéra
kapalina SrorEh

Obrazek 9: Schéma depozice LB filmu na substrat pohybem substratu nahoru — prevzato a upraveno
2
z .

Ukazatelem kvality pfenosu je tzv. transfer ratio (TR). TR urcuje pomér mezi
poklesem plochy monovrstvy na subfazi béhem depozi¢niho tahu a plochou substratu,
ktera byla vytazena ze subfize. V idedlnim piipadé se rovna 12°. Pokud by byla
hodnota TR blizko nule, 1ze uvazovat, ze se vrstva nenanesla, pokud by byla hodnota

TR zaporna, doslo k odloupnuti pfedchozi nanesené vrstvy.
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Po depozici prvni vrstvy, dalsi zanofeni/vynofeni vede kdepozici dal§i vrstvy.
Pti naneseni vice vrstev lze rozliSit 3 typy depozice — X, Y a Z, znazornéné

na obrazku 10. Nejéast&j$im typem je Y-typ depozice (head-to-head, tail-to-tail)*".

Z-typ depozice Y-typ depozice X-typ depozice

tail-to-head tail-to-tail, head-to-head head-to-tail

Obrazek 10: Typy depozice LB filmii — pFevzato a upraveno z 2.

2.4.1.3 Langmuirova vanicka

V laboratornich podminkach je s monovrstvami manipulovano na tzv. Langmuirové
vanicce. Sklada se zmelké vanicky z polytetrafluorethylenu (PTFE) s hydrofobnimi
okraji, hydrofilnich bariér z Delrinu a z elektronického zafizeni méticiho povrchové
nap¢ti. Vanicka je pfeplnéna vodou/subfazi a bariéry jsou na obou strandch vanicky,
kde limituji plochu rozprostfeni monovrstvy na hladin¢ subfaze. Monovrstva je
rozprostfena nanesenim urcitého objemu roztoku zndmé koncentrace amfifilu
vtekavém rozpoustédle. Po vyprchani rozpoustédla je monovrstva stlacena

priblizenim bariér k sob&?!.

Obrazek 11: Komponenty Langmuirovy vanicky — strukturni kostra (1), bariéry (2), vanicka (3),
detektor povrchového napéti (4), dipper k vynorovani/zanorovani substratu (5), mezioperacni

Jjednotka (6) — pievzato a upraveno z %%,
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2.4.2 Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomarnich sil (AFM, z angl. atomic force microscopy) je mikroskopicka
metoda pouzivana ktrojrozmérnému zobrazovani povrchii. Obraz povrchu se
sestavuje postupné bod po bodu. Technika je zalozena na snimani polohy malého

hrotu, ktery vykonava pohyb po povrchu vzorku v rastru, tento pohyb je detekovan

25,26

pomoci laserového paprsku

laseravy
paprsek

pruiné
rameénko

rd "

L] PRI L
plsobici / ;/r Wy
. il 1 -
sila || | skenovany

povrch

Obrazek 12: Zjednodusené schéma principu AFM. Zarizeni skenuje povrch pomoci hrotu na pruzném
raménku. Na hrot pusobi elektrostatické a van der Waalsovy sily povrchu. Vykyvy raménka jsou
sledovany laserovym paprskem. Prevzato z %'

K meéteni povrchu se vyuzivaji dva zdkladni mody: kontaktni a semikontaktni

(tappingovy) mod. Béhem kontaktnim moédu je vychylka hrotu udrzovana

na konstantni hodnoté a povrch je kopirovan pomoci zpétné vazby, nebo vzdalenost

od povrchu je konstantni a informace o povrchu jsou ziskdvany pfimo ze zmény
vychylky hrotu. V semikontaktnim mddu je hrot dostate¢né blizko k povrchu vzorku,

az v oblasti odpudivych sil, a osciluje ptisobenim harmonické sily*>2¢.

2.4.3 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je vibraéni spektroskopicka technika, pfi niz je vzorek
ozafovan intenzivnim monochromatickym zdrojem svétla, obvykle laserem, a
detekovano je rozptylené zateni. VétSina zareni je rozptylena vzorkem pfii vinové délce
shodné s dopadajicim svétlem — jedna se o elasticky rozptyl svétla (Rayleightiv

rozptyl). Malé mnozstvi rozptyleného zafeni ma vlnovou délku zménénou ve srovnani
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s vinovou délkou dopadajiciho zafeni — tento posun je znam jako Ramantv rozptyl
nebo neelasticky rozptyl svétla. Rozdily mezi vlnovymi délkami excitacniho a
rozptyleného zaieni, Ramanovy posuny, jsou zavislé na molekulovych vibracich

uvniti vzorku?®.

Ramanova spektroskopie je komplementarni metodou k infradervené spektroskopii
(IR), 1 kdyz jeji citlivost je v porovnani s IR nizsi. Je vhodna pro sledovani nepolarnich

vazeb a umoziiuje pozorovat vibrace i na niz$ich vinoétech?.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 PouZité materidaly a chemikdlie

Ceramid NS24 byl zakoupeny od firmy Avanti Polar Lipids, Inc. Cholesterol, kyselina
palmitova, kyselina behenova, kyselina stearova, kyselina ethylendiamintetraoctova
(EDTA) a organicka rozpoustédla (chloroform, methanol) v HPLC kvalité od firmy
Sigma Aldrich. Kyselina arachidonovéa byla zakoupena od firmy Thermo Fisher

Scientific Inc. a kyselina lignocerova od firmy Tokyo Chemical Industry Co., Inc.

Pro pfipravu acetatového pufru byl pouzit octan sodny krystalicky cisty od firmy
LACHEMA o.p. BRNO a kyselina octova 99% p.a. od firmy PENTA chemicals

unlimited.

3.2 Priiprava smési koZnich lipidu

Smés lipida, ktera slouzila jako jednoduchy model lipidit SC, obsahovala ceramid
NS24, cholesterol (Chol) a smés mastnych kyselin (MK) v moladrnim poméru 1:0,45:1
(obr. 13).

HO,,IU‘-‘ \
HOW ceramid NS24
NH

.......

kyselina stearova cholesterol

Obrazek 13: Struktury komponent smési lipidii — ceramid NS24, cholesterol a zastupce skupiny
mastnych kyselin — kyselina stearova.

Ptesné navazky (tab. 1) byly zvlast pouzity na pfipravu roztokl o objemu 1 ml nebo
2 ml. Rozpoustédlo byla smés chloroformu a methanolu v poméru 2:1. Pro ptipravu
smési o daném molovém poméru byly pouzity alikvotni objemy dle tabulky 1.
Rozpoustédlo ve vzorku bylo nasledné odpatfeno pod proudem plynného dusiku a
vzorek byl dosuSen vexsikatoru. Primérnd moldrni hmotnost smési byla

477,43 g/mol.
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Tabulka 1: Presné navazky a alikvotni objemy pri pripravé smési koznich lipidii.

Molarni Vypoctena | pu o dnavazka|  Alikvotni

hmotnost navazkana 10 [mg] objemy [ul]

[g/mol] mg smési [mg] & Jemy i1
Ceramid NS 650,13 5,56 5,97 1863
Cholesterol 386,65 1,49 2,49 598
Smés MK 345,57 2,95 3,53 836

Ptiprava smési koznich lipidd byla v pozd€jsich experimentech provedena i se smési
deuterovanych mastnych kyselin. Postup byl shodny, molarni pomér byl opét 1:0,45:1.
Vypoctené i piesné navazky a alikvotni objemy jsou uvedené v tabulce 2. Primérna

molarni hmotnost smési byla 495,21 g/mol.

Tabulka 2: Presné navazky a alikvotni objemy pri pripravé smési koznich lipidii s deuterovanymi MK.

Moldrni Vypoctena
navazkana |Presna navazka| Alikvotni
hmotnost . . .
10 mg smési [mg] objemy [ul]
[g/mol]
[mg]
Ceramid NS 650,13 5,36 6,56 1634
Cholesterol 386,65 1,43 2,06 694
Smés deuterovanych MK | 389,15 3,21 3,41 941

3.3 Piiprava acetdtového pufru

Byl pfipraven 10 mM acetatovy pufr o pH 5,50. Na pftipravu 21 pufru bylo pouZito
2,286 g octanu sodného (M = 136,08 g/mol) a 160 pl kyseliny octové (M = 60,05
g/mol). Vysledné pH bylo zméfeno pH-metrem. Pti nékterych experimentech bylo k
21 pufru ptidano 0,077 g EDTA za ucelem ptedpokladané zvyseni stability nanaSenych

vrstev.

3.4 Oznacovani vzorkii
Vzorky byly oznacovany podle schématu zndzornéném na obrazku 14.

Prvni v nazvu (Cerveny ctverec) je uvedena nanaSend smés, tedy kyselina behenova
(Beh Acid), smés koznich lipidii (NS) anebo smés koznich lipidl s deuterovanymi MK

(dNS). Nasleduje typ experimentu (modry Ctverec), kde se jednalo bud’ o méfeni

25



izotermy (Isotherm), nebo depozici vzorku na substrat (Model). Cislo pied pomlékou
(zluty ctverec) udava poradové ¢islo experimentu, které bylo v pribéhu experiment
vzorkim chronologicky piid€leno. Posledni tdaj uvedeny fimskou c¢islici (zeleny

¢tverec) udava pocet nanasSenych vrstev pii depozici.

Ptikladem ,,NS Model 3-III* oznaluje vzorek smési koznich lipidl, kde doslo

k depozici 3 vrstev vzorku na substrat.

NS Model 3 -— | 1

Beh Acid Isotherm 1,2,3 LI,V
NS Model
dNS

Obrazek 14: Schéma tvorby nazvii pri oznacovani vzorkii — uvedena je nandaSena smés (Cervené), typ
experimentu (modre), poradové cislo experimentu (zluté) a pocet nandasenych vrstev (zelené).

3.5 Langmuir — Blodgettova metoda

3.5.1 Priprava vzorki

Z ptipravené smesi koznich lipidi bylo na analytickych vahéach piesné navazeno
mnozstvi 1 mg a rozpusténo v1 ml smési CHCl3:MeOH (2:1). Tento roztok byl

uchovévan v lednici pti 2-8°C.

3.5.2 Méreni izotermy Kkyseliny behenové

Me¢feni slouZzilo k sezndmeni se s metodou a ovéfeni jejiho zvladnuti. Byl pouZit roztok
kyseliny behenové v CHCI3:MeOH (2:1) o koncentraci 1 mg/ml. Jako subfaze byla
pouzita ultraista voda Milli-Q, kterd byla pfed kaZzdym experimentem odplynéna

v ultrazvukové 1azni po dobu 1 hod.

K méfeni izotermy byla pouzita Langmuir-Blodgettova vanicka (KSV NIMA
KN2002, Biolin Scientific AB, Vistra Frolunda, Svédsko) pipojena pies kontrolni
stanici k pocitaci se softwarem KSV NIMA. K méfeni povrchového tlaku byl vyuzit
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platinovy pliSek (Wilhelmy plate), ktery byl umistén v blizkosti dipperu, paralelné
s bariérami. Objem subfaze byl 210 ml. Termostat udrzoval teplotu na 22 + 0,1 °C.

Bariéry byly umistény tak, aby plocha povrchu byla 23 850 mm?.

Hladina subfaze byla pfed méfenim vy¢isténa pomoci odsavaciho zafizeni a ovéieni
Cistoty probéhlo co nejveétsim priblizenim bariér k sobé a zkontrolovanim, zda hodnota
povrchového napéti nevzrostla nad 0,09 mN/m. Nanaselo se 40 pl vzorku pomoci
mikrostiikacky Hamilton a to rovnomérné a po kapkach a nasledné se nechalo
rozpoustédlo odparovat (20 minut). Pomoci programu ISO softwaru KSV NIMA byla
zmeéfena izoterma. Méfeni probihalo az do dosazeni cilové hodnoty povrchového

napéti 60 mN/m.

3.5.3 Depozice kyseliny behenové na substrat

Me¢feni slouZilo k sezndmeni se s metodou a ovéeteni jejiho zvladnuti. Byl pouZit roztok
kyseliny behenové v CHCl3:MeOH (2:1) o koncentraci 1 mg/ml. Jako subfaze byla

pouzita ultracista voda Milli-Q.

Ptistroj byl pfipraven a roztok lipidu byl rozprostfen na subfézi stejnym zplisobem
jako pfi méfeni izotermy. Rozdil byl v ponofeni Cerstvé sloupnuté ctvercové vrstvy
slidy (MICA) do subfaze do hloubky pfiblizn€ 5 mm jesté pfed procesem nanasSeni
vzorku. Ve zvoleném programu DIP softwaru KSV NIMA byla zvolena cilova
hodnota povrchového napéti 30 mN/m. Po kompresi monovrstvy na pozadovanou
hodnotu povrchového tlaku se vrstva nechala ustalit po dobu 15 minut. Nésledovala
depozice vzorku na substrat MICA za soucasného piibliZeni bariér tak, aby udrzovali
povrchové napéti na cilové hodnoté. Po vynoteni substratu se nechal vzorek 10 minut

oschnout a byl umistén do Cisté vialky pod ochrannou atmosféru plynného dusiku.

Rychlost vynotovani substratu pii naneseni prvni vrstvy byla 0,5 mm/min na substrat.

U vicevrstvych depozic byla rychlost depozice nésledujicich vrstev také 0,5 mm/min.

3.5.4 Depozice smési koznich lipida

Proces depozice je popsan v kapitole 3.5.3. Byl pouzit vzorek o koncentraci 1 mg/ml.
Jako subfaze byl pouzit acetatovy pufr o pH 5,50. Pufr byl pied kazdym experimentem

odplynén v ultrazvukové 1azni.
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Byly pfipraveny jedno-, tfi- a pétivrstvé filmy.

Rychlost vynofovani substratu pfi naneseni prvni vrstvy byla 0,5 mm/min na substrat.
U vicevrstvych depozic byla rychlost depozice nésledujicich vrstev také 0,5 mm/min
nebo byla zvysSena na 1,5 mm/min (bude specifikovano u jednotlivych ptipadi v sekci

Vysledky).

3.6 Méreni vzorkit pomoci AFM

M¢éieni AFM probihalo na Chemicko-technologické fakult¢ Univerzity Pardubice
v Centru materialii a nanotechnologii. K méfeni lipidovych vrstev byl pouzit piistroj
AFM NTEGRA (NT-MDT) a hrot HA_ _HR (ScanSens) nebo NSG10 (APPNANO).
Topografické skeny a vyskové profily byly stanoveny pomoci piislusného softwaru

dodaného vyrobcem.

3.7 Méreni vzorkit pomoci Ramanova mikrospektrometru

Me¢fteni probihalo za vyuziti konfokdlniho Ramanova mikrospektrometru WITec
Alpha 300R (WITec Wissenschaftliche Instrumente und Technologie GmbH, Ulm,
Germany) s vlnovou délkou excitaniho zareni diodového laseru 633 nm za pokojové
teploty. Ke sbéru dat byl pouzit spektrograf UHTS 300 vybaveny termoelektricky
chlazenym CCD detektorem s objektivy EC “Epiplan” DIC s 10x zvétSenim a EX
“Epiplan-Neofluar” DIC se 100x zvétSenim a difrakéni miizkou s délenim

600 linek/mm. Data byla vyhodnocena za vyuziti softwaru WITec Project FIVE+.
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3.8 Vysledky

3.8.1 Méreni izotermy Kyseliny behenové

Byly provedeny tii méfeni, ve kterych vSechny naméfené izotermy mély podobny
prabéh. Pribéh izotermy kyseliny behenové je zndmy a tato méteni slouzila k ovéreni

spravnosti a reprodukovatelnosti techniky préce s pfistrojem.
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Graf 1: Izotermy kyseliny behenové — zavislost povrchového tlaku (SP) na stredni plose na molekulu
(Mma).

3.8.2 Depozice kyseliny behenové na substrat

Pted vlastni depozici doslo ke kompresi naneseného vzorku aZ k dosazeni hodnoty

30 mN/m a byla zméfena ¢ast izotermy. Ukazka pribchu izotermy je na grafu 2.
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Graf 2: Ukdzka izotermy vzorku ,, Beh Acid Model 2-1* zmérena pred depozici na substrat.

Byly pfipraveny 2 vzorky s nanesenim jedné vrstvy oznacené ,,.Beh Acid Model 1-1 a
»Beh Acid Model 2-I°. Pfi nanédseni byl udrzovan povrchovy tlak 30 mN/m. Transfer
obou vzorki byl uspéSny svyslednymi hodnotami TR 1,430 a 1,382

(graf 3).
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Graf 3: Zavislost transferu na mnozstvi nanesené vrstvy vzorku "Beh Acid Model 1-1" ukazujici kvalitu
prenosu

Dale byl ptipraven vzorek ,,Beh Acid Model 3-111*“. Byly naneseny 3 vrstvy, substrat
byl nejdiive vynoten a po 15 minutdch ¢ekani v horni poloze opét zanofen a vynoten.

Chybou softwaru nebyla ulozena vSechna data, ale ztabulky (tab. 3) vyplyva, ze
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hodnoty jednotlivych TR dosahovaly hodnot pfes 1 a transfer lze povazovat
za uspésny. Pokud dochdzi k transferu vrstvy na substrat pii pohybu nahoru i dolu,
vznikd vicevrstvy film typu Y (), head-to-head, tail-to-tail*). Tento typ usporadani

pfipomina lipidové dvojvrstvy.

Tabulka 3: Zaznam transferu vzorku "Beh Acid Model 3-II1".

Vrstva €. Smér pohybu substratu Celkova TR pienosu
1 nahoru 1,274
2 dolu 1,105
3 nahoru 1,239

Byla snaha nanést i 5 vrstev kyseliny behenové na substrat, ale, jak je vidét z grafu 4,
software spadl ve Ctvrté vrstvé, kterou zanechal nedokon¢enou. Mechanické naneseni
zbylych vrstev nebylo mozné, protoze nebyl po chybé softwaru udrzovan povrchovy
tlak na pozadované hodnoté¢ 30mN/m. Transfer prvnich tii vrstev probéhl vsak

uspésné.

BEH AcCID MODEL 4-V
16 nahoru dolu nahoru doli

Transfer

1,5 2

MnoZstvi nanesené vrstvy

2,5

Graf 4: Zavislost transferu na mnozstvi nanesené vrstvy vzorku "Beh Acid Model 4-V", v horni casti je
uveden smeér pohybu dipperu pri nandsent dané vrstvy.

Vsechny ctyfi vzorky byly méfeny pomoci AFM s casovym odstupem pftiblizné
1,5 mésice od depozice.

Na obrazku (obr. 15) jsou vidét AFM snimky nanesenych vrstev. Je ziejmé, ze lipidy
nevytvorily souvislou vrstvu, ale doSlo k jejich shlukovéani. U preparati s jednou
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nanesenou vrstvou je mozné vidét 2 urovné vysky, u vicevrstvych preparatl je téchto
urovni n¢kolik. Zaznam vyskového profilu potvrzuje, ze vyskové rozdily vzorku jsou
vetsi nez délka pln€ natazené molekuly kyseliny behenové C22, ktera je ptiblizné

2,8 nm*°.

Byla stanovena hypotéza, ze shlukovéni je zptsobeno starnutim vzorku v dusledku

delsi casové prodlevy mezi depozici a méfenim.
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Obrazek 15: AFM snimky a vyskovy profil mérenych vzorkii kyseliny behenové.
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3.8.3 Depozice vzorku smési koZnich lipidii na substrat

Postup depozice probihal stejné jako u kyseliny behenové. Bylo ptipraveno celkem
6 vzorkli — 2 vzorky s jednou, 2 vzorky se tfemi a 2 vzorky s péti vrstvami. VSechny
vzorky byly nasledné méteny pomoci AFM v kratkém casovém intervalu 4-7 dni
od depozice. Izotermy SP — Mma pro tuto smés byly jiz v minulosti méfené a
publikované'**!. Na grafu 5 je znazornéna izoterma vzorku NS Model 2-1 naméfena

pfed transferem na substrat.

UKAZKA IZOTERMY PRED DEPOZICI

SP [mN|/m]
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Graf 5: Ukdzka izotermy namérené pred depozici smési na substrat — NS Model 2-1.

Depozice NS Model 1-I a 2-1 probehla uspésné s TR 1,238 (1-I) a 1,319 (2-1).
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Graf 6: Zavislost transferu na mnozstvi nanesené vrstvy — NS Model 1-1.
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Pfi nanaseni vzorku NS Model 3-III se objevily technické potize a depozice se
zastavila v pribéhu nanaSeni jednotlivych vrstev. Kazda vrstva byla tedy nanasena

zvlast a nebyla ulozena veskera data, jak je vidét z grafu 7.

TRANSFER - NS MODEL 3-I1I
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Transfer
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0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35

Mnozstvi nanesené vrstvy

Graf 7: Zavislost transferu na mnozstvi nanasenych vrstev — NS Model 3-111 — technické potize.

Drobné technické potiZe se objevily 1 pfi nanaSeni NS Model 4-I1II, ale data byla
zaznamenana. Z grafu 8 je patrné, ze transfery naslednych vrstev jiz nebyly tak vysoké
jako u ptedchozich vzorki, ale jejich hodnoty byly stale pozitivni, vyssi nez 0,5 a

transfer 1ze povazovat za GspésSny.

TRANSFER - NS MODEL 4-111

Transfer

-0,6
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35

Mnozstvi nanesenych vrstev

Graf 8: Zavislost transferu na mnozstvi nanesenych vrstev — NS Model 4-I11.
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AFM snimky a zdznam vySkového profilu jsou vidét nize (obr. 16, 17). Jiz u vzorki s
jednou vrstvou jsou viditelné vyssi vyskové rozdily dosahujici az 12 nm (vzorek 2-1).
Nejdelsi slozkou ptipravované smési koznich lipidi byl obsazeny ceramid, jehoz délka
v pIné€ natazené konformaci je odhadovana na cca 5 nm, coz je ptiblizny soucet délek
fetézct 24 C a 18 C (stanoveno po osobni konzultaci s Mgr. Petrou Pullmannovou,

Ph.D.). Métené rozdily jsou vSak vétsi, u nékterych vzorkt je vidét nékolik urovni.

Vzorky, kde byly nanaSeny tfi po sobé nasledujici vrstvy, vykazuji ve vySkovém
profilu také nékolik urovni. U vicevrstvych vzorki to 1ze pfedpokladat, avSak pokryti

plochy vy$simi doménami je nerovnomerné.

36



2 gt Cre

af Vyikovy profil

16

NS Model 1-1

6 05 10 15 20 25 30 35 40 45 S0 : T 0.5 1.0 um 1.5 2.0 25 3.0

™ Vyskovy profil i

=

NS Model 2-1

0

0.5 1.0 pm 1.5 2.0 2.5 3.0

-
(=]

M Vyskovy profil

-4

NS Model 3-111

-6

0 0.5 1.0 1.5um 2.0 25 3.0

Obrazek 16: AFM snimky vzorkit NS Model 1-3.

U vzorku NS Model 4-III jsou na AFM snimku viditelné mensi ,,hromadky* (z angl.
mounds), které pfi méfeni vySkového profilu dosahovaly az 8 nm. Ve vzorku

NS Model 4-11I byl pfi méfeni take vidét hranolovity krystal s vySkou kolem 30 nm.
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Obrazek 17: AFM snimky — NS Model 4-111.

Na vzorek NS Model 5-V a 6-V bylo nanaseno 5 vrstev. Transfery vSech vrstev obou
vzorkl byly GspéSné, transfery naslednych vrstev byly stejné jako v ptipadé nandseni

tfi vrstev nizsi nez 1, ale vzdy v pozitivnich hodnotéch.
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Graf 9: Zavislost transferu na mnozstvi nanesenych vrstev — NS Model 5-V.
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Na AFM snimcich vzorku NS Model 5-V (obr. 18) byly vidét podobné ,,hromadky*
jako u vzorku 4-II1. Také zde byly viditelné podobné hranolovité krystalky s vyskou
50-60 nm.

1F:Height Crop profile

15
nm

4 6 8 10 12 14 16

2

0

um

1F:Height Crop profile

50
60

nm

0
0 30 40 50

10

| LM\
E 0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
um

0

1F:Height Crop profile

|| =
Lre]
¥ (=]
(Tp]
% Q
E o
BRE = M
it &
2 I
o
* 0 0,5 1,0 1,5 2,0

um

Obrazek 18: AFM snimky a vyskoveé profily vzorku NS Model 5-V.

ProtoZe vysledky z AFM obsahovaly pomérné velké struktury, vzorek NS Model 5-V
byl nasledné zméten pomoci Ramanova mikroskopu, ktery ma prostorové rozliSeni
odpovidajici svételnému mikroskopu. Ackoliv  Ramantiv mikroskop nedetekuje
samotnou monovrstvu, je schopny rozlisit shluky a agregaty ve vzorku. Pii méfeni
byly ve vzorku viditelné shluky i hranolovité, resp. jehli¢kovité krystalky, podobné

struktufe naméfené na AFM. Na obrazku 19 je vidét porovnani snimku té ¢asti MICA,

kde nebyl nanesen vzorek, a nasledn¢ vzorku 5-V, kde jsou zfetelné jehlickovité
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krystalky. Tvar téchto krystalklli na snimcich z Ramanova mikroskopu naznacuje, ze

by se mohlo jednat o krystalky cholesterolu, ktery takto tvarované krystalky tvofi.

I
40 pm

Obrazek 19: Mikroskopicky snimek oblasti, kde nebyl nanesen vzorek (vlevo) a oblast naneseni vzorku
(vpravo) — NS Model 5-V.

Na obréazku 20 je vidét snimek dalsi struktury nalezené ve vzorku NS Model 5-V a
spektrum naméteno v tomto misté. U tohoto vzorku bylo provedeno i plo§né mapovani
s hloubkovym profilem. Ve spektru jsou viditelné vibrace kolem hodnot
2850-2950 cm™!, které odpovidaji valenénim vibracim methylenovych skupin, které
pravdépodobné pochazi z lipidovych fetézci. Na mapé Ramanovych spekter
znazoriuje zelena barva vzduch, ¢ervena barva podlozku (MICA) a modra spektrum
dalsi komponenty (lipidt). U modrého spektra jsou opét vidét valencni vibrace kolem
hodnoty 2850 cm™' methylenovych skupin. Snimek hloubkového profilu ukazuje, Ze
se jedna o maly Utvar na povrchu slidy (MICA). Skutecnd velikost utvaru mize byt
mens$i nez ta vyplyvajici ze snimku (asi 1pm), coz je dano limitem prostorového

rozliSeni mikroskopu ve sméru z (do hloubky).
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Obrazek 20: Vzorek NS Model 5-V — snimek utvaru z Ramanova mikroskopu a spektrum z tohoto mista
(panel A), hloubkovy profil (panel B), spektra jednotlivych komponentii ziskané z hloubkového
profilu barvami odpovidajici plosnému snimku (panel C). Cervend — slida (MICA), modrd —
nepravidelny utvar, zelena — vzduch.

Utvary na AFM snimcich vzorku NS Model 6-V nebyly tak vyrazné jako u vzorku
5-V, ptesto 1 zde se objevovaly vysSkoveé rozdily az 25 nm. PloSny snimek naznacuje,
Ze se v této Casti opravdu nachazi vice vrstev na sob¢, které zaroven pokryvaji vétSinu

plochy na tomto skenu.
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Obrazek 21: AFM snimek a vyskovy profil vzorku NS Model 6-V.

V dalsi ¢asti experimentu bylo pfipraveno 8 vzorkti monovrstev (vzorky 7-14), které
byly méfeny Ramanovou mikroskopii v ¢ase neprodlené po ptiprave a poté po uplynuti
6 dni. Cilem této ¢asti bylo zjistit, zda vyssi struktury objevujici se v predchozich
vzorcich na AFM snimcich vznikaji ihned nebo se objevuji az Casem zranim preparatu.
U nékterych vzorkli (NS Model 8-1, 10-I) se objevily technické obtize a nebyl

udrZzovan povrchovy tlak, proto byly z vyhodnoceni vyfazeny. Celkova TR vzorkl

jsou shrnuta v tabulce 4.

nm

15

10

-10

1.0 pm 1.5

Tabulka 4: Celkova TR vzorki NS Model 7-1, 9-1, 11-1, 12-1, 13-1, 14-1.

vzorek Celkova TR
NS Model 7-1 1,041
NS Model 9-1 0,960
NS Model 11-1 1,176
NS Model 12-1 1,258
NS Model 13-1 1,396
NS Model 14-1 0,913

Na vzorku NS Model 7-1 bylo mozné pozorovat rist vyssich struktur v case. V den

depozice se je pod mikroskopem detekovat nepovedlo, ale v Sesty den jiZ se objevovaly

jehlickovité krystaly (obr. 22).
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Obrazek 22: Mikroskopické snimky vzorku NS Model 7-1 v den depozice (nahore) a v Sesty den po
depozici (dole).

Bylo prométeno spektrum krystalku a srovnano se spektrem Ccisté slidy (MICA) a
spektrem octanu sodného, ktery byl soucésti pufru pouzitého pii depozici (obr. 23).
Opét jsou vidét methylenové vibrace kolem 2800-2900 cm™, které naznaduji

pritomnost lipidti nebo cholesterolu.

§ L 931
701
|
&r NS Model 7-1
Podlozka(MICA)
83 i Octan sodny

Obrazek 23: Srovnani spekter u vzorku NS Model 7-1.

Na vétsin€ dalSich vzorkl byly pozorovany utvary riznych velikosti, a to 1 v den 0,
tedy bezprostifedné po naneseni (obr. 24,25,26). U nékterych utvari se nepodafilo

zmefit jejich spektrum kvili malému mnozstvi méfitelné latky.
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Obrazek 24: Ramanovo spektrum z mista na vzorku NS Modelu 9-1 oznaceného kiizkem (vlozeny panel)
v den 0.

Obrazek 25: Mikroskopicky obrazek NS Modelu 9-1 v den 1.
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Obrazek 26:Mikroskopicky obrazek z NS Modelu 11-1v den 0.

3.8.4 Depozice vzorkii smési koZnich lipidii s deuterovanymi
mastnymi Kyselinami

V dalsi ¢asti experimentu byla pfipravena nova smés zjednoduSené modelujici slozeni

koznich lipidd, ktera se od ptedchozi lisila pouze pouZitim deuterovanych volnych

mastnych kyseliny. Charakteristické vibra¢ni pasy deuterovanych polymethylenovych

fetézcl jsou posunuty do oblasti nizSich vlnoctu:
—CD»— valenéni vibrace: ~ 2000 - 2200 rel. cm™!
—CD»— ntizkové vibrace: = 1050 — 1150 rel. cm™

Za stejnych podminek jako u pfedchozich vzorkli bylo pfipraveno 6 vzorka dle
tabulky 5. Byl pouZit pufr obsahujici EDTA za Gi¢elem pfedpokladané zvySeni stability
nanasenych vrstev. Cilem bylo odlisit, zda mikroskopicky pozorovatelné ,,hromadky*
vznikaji z nandSené smési lipidd nebo jsou piivodem necistoty z okoli. U necistot z
okoli je vyskyt vibracnich past typickych pro —CD2— velmi nepravdépodobny.

Tabulka 5: Prehled nandsenych vrstev ve vzorcich 15-20.

vzorek C. mnozstvi nandsenych vrstev
dNS Model 15-1 1
dNS Model 16-1 1
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dNS Model 17-111
dNS Model 18-II1
dNS Model 19-V
dNS Model 20-V

DhN | D | W | W

Transfer monovrstev, vzorkii ANS Model 15-1 a 16-1 prob¢hl Gspésné s hodnotami

celkového transfer ratia 0,967 a 1,007.

U tfi- a pétivrstvych preparatii byly hodnoty nanaseni sudych vrstev (pfi zanotovani)
negativni. Z toho lze vyvodit, Ze pti kazdém transferu sudé vrstvy doslo k odplaveni
vrstvy nanesené v piredchozim kroku (liché vrstvy). K zabranéni odplavovani sudych
vrstev byla rychlost zanofovani zvySena na 1,5 mm/min. Toto zvySeni nemélo na miru
odplavovani vliv, TR sudych vrstev ziistalo v negativnich hodnotach. Na grafech nize

je zobrazen zaznam transferu vzorku dNS Model 17-111 a dNS Model 19-V.
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Graf 10: Zavislost transferu na mnozstvi nanesenych vrstev — dNS Model 17-111.
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Graf 11: Zavislost transferu na mnozstvi nanesenych vrstev — dNS Model 19-V.

NanaSena smés lipidii byla prométena nejdiive v suchém stavu na riznych mistech a
bylo ziskdno né€kolik Ramanovych spekter (obr. 27). V téchto spektrech byly
detekovany vibrace deuterovanych mastnych kyselin, nejvyraznéjsi jsou valencni
vibrace -CD,— skupin v oblasti 2075-2199 rel. cm™!. Riiznorod4 distribuce intenzity
mezi protonovanou a deuterovanou komponentou v téchto spektrech je pravdépodobné

déana tim, Ze sucha smés lipidii neni homogenni.
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Obrazek 27: Ramanova spektra zmérené na riiznych mistech deuterované smesi v suchém stavu. Spektra
Jjsou vzdjemné posunuta podél osy y kvili prehlednosti.
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Nanesené¢ vzorky byly zméfeny Ramanovym mikroskopem v den depozice a

po 6 dnech od depozice.

Jiz v den depozice byly ve vzorcich viditelné ,,hromadky* (obr. 28). Pii proméieni
spekter téchto utvart byly znatelné vibrace nejen v oblasti methylenovych skupin
(2850-2950 rel. cm™), ale i slabé vibrace kolem 2100 rel. cm” poukazujici
na pritomnost deuterovanych skupin. Jednalo se o vzorek dNS Model 16-1, kde byla

nanesena jedna monovrstva s dobrou vyslednou hodnotou TR.
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Obrazek 28: Mikroskopicky snimek a barevna mapa Ramanovych spekter ze vzorku dNS Model 16-1
(nahore). Zprimérovand spektra ziskand z Ramanova mapovani plochy vyznacené na panelu
nahore vpravo. Modré spektrum odpovida podlozce, cervené spektrum lipidiim nanesenym na

vzorku.
Ve vétSine vzorkll byly objeveny utvary, které pii proméifeni spekter méli veétsi ¢i

mensi piky kolem oblasti 2100 rel. cm™!. Tyto vibrace byly viditelné jak u vzorki
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nanésenych jako monovrstvy s uspéSnym transferem, tak i u vzorkl s vice nanaSenymi
vrstvami, piestoze u nich ve vysledku byla GspéSné nanesena jenom jedna vrstva

(obr. 29).
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Obrazek 29: Spektrum — dNS Model 19-V.

Soucasna pritomnost past odpovidajicich valenénim vibracim —CH— 1 —CDy—
v zobrazenych spektrech naznacuje, Ze pozorované ,,hromadky“ nejsou tvofeny pouze
separovanymi deuterovanymi mastnymi kyselinami, ale vyskytuje se zde alespon

jeden z pouzitych protonovanych lipidu.
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4. DISKUZE

VétSina modelt kozni lipidové bariéry pouzivanych napfi¢ riznymi vyzkumnymi
skupinami obsahuje fadove¢ tisice opakujicich se strukturnich jednotek — lipidovych
lamel. Takovy mnohovrstvovy vzorek se oznacuje jako ,,bulk sample* a projevuje se
v ném hromadné chovéani souboru velkého poctu molekul. Pomérné ziidka byly
v literatuie publikovany vysledky z Langmuirovych-Blodgettové monovrstev
vytvoienych z lipidovych modela kozni bariéry. Mnohovrstvovy ani monovrstvovy
model vSak pfiliS§ neodpovidd situaci v SC in vivo. Jak je vidét na obrazku
z elektronového mikroskopu (obr. 5), lipidové vrstvy uzaviené mezi korneocyty
obsahuji vétSinou 3 — 9 lamel (opakujicich se jednotek), jedna se tedy
o nékolikavrstvovy systém (z angl. oligolamellar). Cilem této diplomové prace bylo
navazat na nckteré predchozi diplomové préce a pfipravit a porovnat monovrstvovy a
n¢kolikavrstvovy jednoduchy model kozni lipidové bariéry. Pfi hodnoceni
pripravenych modell byl s urcitou pravidelnosti pozorovan vyskyt vyssich struktur —
,whromadek®. Vyskyt téchto struktur byl pozorovan uz pii monovrstvach. Pavodni
hypotéza, ze reorganizace lipidit do vysSich struktur vznikne az po delSim case, se
nepotvrdila, nebot’ ,,hromadky* bylo na nékterych preparatech mozné pozorovat jiz v
den 0, tedy ihned po naneseni na substrat. NaSe vysledky naznacuji, ze lipidy

jednoduchého modelu se na slid€ reorganizuji do vyssich struktur spontanné.

Reorganizaci LB monovrstev popisuje Zhavnerko et al., 2002. V této praci byly
pfipraveny monovrstvy kyseliny behenové, vceliho vosku a dlouhych amfifilnich
amidi na grafit nebo slidu (MICA) technikou horizontalni depozice. Modely byly
nasledné hodnoceny pomoci AFM. V piipadé LB filmt s amidy byla pozorovana
spontanni organizace do superstruktur. V prvotnich fazich amidy tvoftily
mikroskopické trivrstvé krystalky, které se pozdéji v Casovém horizontu 1-3 mésice
pfeskupily do multivrstevnych struktur. Souhrnné se ukazuje, Ze reorganizace
amfifilnich molekul je vcelku ¢astym fenoménem a jejiz proces muze byt ovlivnén

fadou vngjsich a vnittnich faktort jako naptiklad charakterem podlozky>>.

V c¢lanku Girard-Egrot et al., 1993, ktery se vénuje zavislosti kvality LB filmu
na integrit€¢ monovrstvy mastnych kyselin, je popsan rust krystalki v Case. Autofi

¢lanku se vénovali vlivu stavu monovrstvy na rozhrani voda-vzduch (pfed nanesenim
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na substrat) na konec¢nou kvalitu a stabilitu LB filmu. Jako klicové faktory jsou zde
zminéné hodnoty povrchového tlaku a typ komprese, diskutuje se i vliv ¢asu mezi

nanesenim jednotlivych vrstev na tzv. ,,stirnuti monovrstev a ztratu jejich integrity>>.

Hodnota povrchového tlaku zavisi na nanaSené monovrstvé a zpravidla se urcuje
empiricky®®. V pfipadé koznich lipidi se jedna o tlak odpovidajici bun&Enym
membrandm. Sonia Escribano Serrano béhem své prace na katedie biofyziky a
fyzikélni chemie hledala optimalni hodnotu povrchového tlaku pro naneseni vice

vrstev a bylo zjisténo, ze optimalnim tlakem je 30 mN/m (nepublikované vysledky).

Viswanathan et al., 1994 uvadi situaci, kdy se homogenni LB filmy kadmium-
arachidonatu oddélily od podlozky v urcitych oblastech (pojem ,,dewetting*) a doslo
k reorganizaci k vytvoteni ,,schodii a dér* na povrchu. Pozdé€ji se na preparatech
objevovaly krystalky v hexagondlnim usporadani**. Pojem dewetting se objevuje i
v Bourdieu et al., 1993, ktery zminuje, ze defekty vznikaji primarn€¢ v momentu

pieneseni monovrstvy ze subfize na pevny povrch podlozky™.

Sah et al., 2020 se v€nuje mechanismu kolapsu Langmuirovych monovrstev smési
kratkych a dlouhych mastnych kyselin v riznych pomérech, konkrétné kyseliny
behenové a kyseliny stearové. Mimo jiné sleduje i vliv poméru kyselin na zptisob a
stupeit kolapsu monovrstvy na subfazi pfi zvySeni povrchového tlaku. Dochézi
k vysledku, Ze pfi kolapsu se na spodni monovrstvu navrstvi jedna nebo vice
kyseliny — kyseliny stearové, kdy dojde ke snizeni celkovych hydrofobnich interakci

mezi uhlovodikovymi fetézci kyselin a sniZeni stability monovrstvy>¢.

Porozumét chovani koznich lipidi je klicové pro uspéSnou ptipravu modelt kozni
bariéry v laboratornich podminkach. Klicovym faktorem nejsou jen podminky
ptipravy (povrchovy tlak, pH subféze...), ale i sloZeni nanaSené smési, charakter
podlozky. Z vysledkli této prace 1 vySe zminénych praci je ziejmé, ze kolaps
monovrstvy 1 tvorba superstruktur na preparatu po naneseni je castou skutecnosti, se

kterou se pii piipravé LB monovrstev lze setkat.

K zamysleni jsou 1 hodnoty celkovych TR pfi depozici, které se vétSinou pohybovaly
okolo 1, ale neziidka byly vyssi neZ 1 s hodnotami mezi 1,1-1,5. To vede k tivaze, zda

z povrchu subfaze nebylo pieneseno vice, nez odpovida jedné vrstvé, a to nezapfticinilo
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nestabilitu monovrstvy. Na druhou stranu muze byt hodnota TR ovlivnéna
1 nastavenim nulové polohy pied zac¢atkem depozice, dale vysunutim slidy a jejim
odtrzenim od povrchu kapaliny (je zde viditelny konvexni meniskus). I tyto faktory

mohou hodnotu TR zkreslovat a zpisobit jeji zvySeni.

Zohlednit se musi také fakt, Ze byla pouzita smées simulujici sloZeni kozni bariéry, ale
nekopirujici ho presné. Naptiklad kozni lipidy obsahuji celou fadu ceramidd, v téchto
experimentech byl pouzit pouze Ceramid NS24, kterého chovéani je dobie
prozkoumané. Vyznam mohou mit i nékteré minoritni slozky lipidi kozni bariéry jako

cholesterol-sulfat apod., které v pfipravené smési nebyly vibec.

V neposledni fad¢ je nutno zminit, Ze v kozni bariéte se lipidy nachdzeji v n€kolika
tenkych vrstvach mezi korneocyty, tedy mezi jejich protein/lipidovou obalkou. Toto
prostfedi bude jist¢ mit také urcity vyznam na jejich uspofadani a bude se liSit
od prostiedi slidy (MICA), na které byly kozni lipidy nandseny v laboratornich
podminkéch. Rozdil je i v zplGsobu navazéani lipidi — na korneocyty je jedna
monovrstva vazana pevnou kovalentni vazbou, na slidu pouze pomoci mechanismu

adsorpce.
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5. ZAVER

Cilem prace bylo zjistit vliv poctu lipidovych vrstev na vlastnosti tenkych filmt jako
modelt kozni bariéry. Vytvoreni spolehlivého modelu kozni bariéry je esenciadlni
pro pochopeni chovani lipidi kozni bariéry a nestability pfipravenych filmi brani
jejich dalsi aplikaci ve vyzkumu terapie nékterych koznich onemocnéni. Za timto
ucelem byly pfipraveny modely s jednou, tiemi a péti vrstvami, které byly nésledné

hodnoceny metodou AFM.

Béhem hodnoceni byla pozorovana tvorba shlukt lipidi na povrchu preparatu.
K vylou€eni/potvrzeni, ze tyto vyssi struktury potiebuji dlouhou dobu tzv. ,,zrani
preparatu® byla pfipravena fada preparati s nanesenou monovrstvou, ktera byla ihned
po depozici hodnocena pomoci Ramanovy mikrospektrometrie. Hypotéza byla

vylouc€ena, nebot’ shluky byly na nékterych preparatech pozorovany ihned po depozici.

K potvrzeni faktu, ze se skute¢n€ jedna o shluky nanaSenych lipidi, nikoliv necistot
z okolniho prostfedi, byla pfipravena nova smés koznich lipidi obsahujici ceramid,
cholesterol a znacené deuterované mastné kyseliny. Po depozici nové smési byly
preparaty opét hodnoceny Ramanovou mikrospektrometrii, ktera potvrdila, Ze se jedna

o shluky lipidli piivodem z nanasené smési.

Jak bylo jiz zminéno vySe, stabilita modell kozni bariéry je nutnym ptedpokladem
pro jejich aplikaci do praxe. Vznik defektli v pfipravenych preparatech neni ojedinély
a je z velké Casti nepfedvidatelny, zavisly na mnoZstvi vnéjSich i vnitinich faktord.
Tyto defekty mohou vychézet jiZ z nestabilit plovouci monovrstvy, tak z reorganizace
na pevném substratu po depozici. Klicovym faktorem mohou byt povrchovy tlak
pii nanaseni, vlastnosti podlozky 1 sloZzeni samotné nanaSené smési a molekularni
interakce mezi jejimi sloZzkami. Vliv zminénych faktori na stabilitu modeld kozni
bariéry je potieba pozorovat a urcit. Tato problematika je moznym smérem budoucich

praci na toto téma.
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