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Anotace

Bakalafska prace je zaméfena na pfipravu antimikrobidlniho funkéniho povrchu
pomoci imobilizace modelového enzymu lysozymu, ktery vykazuje antimikrobialni aktivitu.
Byla ovéfena Cistota  pouzittho lysozymu pomoci  biochemické  metody
SDS-PAGE elektroforézy. Byla testovana imobilizace lysozymu na rtznych typech povrcha,
jejichz podkladem byla hlinikova félie, poptipadé hlinikova félie potazena tenkou vrstvou
nylonu 6.6. Po detekci pfitomnosti lysozymu na téchto materidlech byl studovany povrch
promyvan predevsim v deionizované vod¢, popiipad¢ v 1x PBS. Byla pozorovana schopnost
imobilizovat lysozym v zévislosti na dobé adsorpce lysozymu na povrchu a na délce
promyvani studované¢ho povrchu. Detekce lysozymu na povrchu byla provadéna pomoci

ATR-FTIR spektroskopie.
Annotation

The bachelor thesis is focused on the preparation of an antimicrobial functional surface
by immobilization of amodel enzyme lysozyme, which exhibits antimicrobial activity.
The purity  of  thelysozyme  was  verified by  the biochemical = method
of SDS-PAGE electrophoresis. The immobilization of lysozyme on different types of surfaces
was tested on aluminium foil or aluminium foil coated with a thin layer of nylon 6.6.
After detecting the presence of lysozyme on these materials, the studied surface was washed
mainly in deionized water or 1x PBS. The ability to immobilize lysozyme was observed
as a function of the adsorption time of lysozyme on the surface and the length of washing
of the studied surface. Detection of lysozyme on the surface was performed

by ATR-FTIR spectroscopy.
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1 Uvod

V soucasnosti je ve védecké sféfe zkoumano téma rezistence bakterii vici, dnes
jizbé€zn€ pouzivanym, antibiotikim. Takovym piikladem mulze byt rezistence bakterie
Staphylococcus aureus, ktera je jiz odolnd proti vétSiné z béznych antibiotik, jako
je napt. vankomycin [1]. Z tohoto diivodu se velké mnozstvi studii zamétfuje na nahrazeni
dnesnich antibiotik jinymi latkami o nejlépe stejné efektivité a ucinku proti bakteriim. Jistou
nadéji mohou byt antimikrobialni enzymy, u kterych se hleda nové vyuziti ve zdravotnictvi.
Pro prevenci vici infekcim je zatim provadéna rozsahla dezinfekce povrchti, dezinfekce rukou
nebo pouzivani preventivnich ochrannych prostfedki. Proto by koncept antibakterialnich
a antimikrobialnich funk¢nich povrchii ¢asteéné napomohl k prevenci pienaseni infekci
zpovrchii, kde se dany mikrob muize udrzet po dlouhou dobu, napt. bylo zjisténo,
ze SARS-CoV-2, ktery v roce 2020 zpusobil globalni pandemii, setrvava napf. na kovech,
respira¢nich maskach nebo na tkaninach az po dobu jednoho tydne [2]. Vzhledem k tomu byl
zvazen koncept vytvotfeni povrchu, jenz by sdm ze své podstaty byl odolny viici bakteriim,
virim a jinym mikrobtim. Pro ucely této bakalaiské prace byl pro ptipravu funkéniho povrchu

zvolen jako modelovy enzym lysozym, a to diky jeho antibakterialnim vlastnostem.
2 Cile prace

Cilem této bakalafské prace bylo:
1. Ovéfeni Cistoty lysozymu pomoci SDS-PAGE elektroforézy.
2. Ptiprava funkénich povrchi s lysozymem.

3. Testovani pfipravenych povrchii za pouziti FTIR spektroskopie.

3 Literarni prehled

V této Casti je uveden teoreticky prehled k tématu bakalarské prace.

3.1 Lysozym

Lysozym (EC 3.2.1.17) je hydrolyticky enzym vyskytujici se pfedev§im u zivo€icht.
Jde o enzym s antimikrobialnimi ¢i antibakterialnimi vlastnostmi [3], [4], [5]. Byl objeven
Alexandrem Flemingem ve 20. letech 20. stoleti, kdyZ jeho hlen znachlazeni zlikvidoval
kultivaéni prostiedi s bakteriemi [6], [7]. Jeho uplatnéni, jako modelového proteinu, se zvysilo
béhem 60. let 20. stoleti, kdy byla pomoci rentgenové krystalografie popsana jeho primarni
struktura [8], [9]. Lysozym je aktivni pii vniknuti bakterii do organismu. Napada bunécnou

sténu bakterii, kterd je na prvnim misté tvofena peptidoglykanem, a hydrolyzou pterusuje



B-1,4-D-glykosidovou vazbu mezi N-acetylmuramovou kyselinou a N-acetylglykosaminem.
Z tohoto divodu je také nékdy nazyvan muramidazou, 1,4-B-N-acetylmuramiddzou nebo
hydrolazou kyseliny N-acetylmuramové [3], [4], [5], [7].

3.1.1 Zdroje a typy lysozymu

Lysozym je velmi rozsifeny protein, ktery se vyskytuje pfedevsim v télech zivocicht.
Ovsem vyzkumy poslednich let prokazaly, Ze se tento protein mize v malém mnozstvi
vyskytovat i v nékterych rostlinach, houbach, mikrobech nebo virech [4], [5], [10], [11].
Je pfitomen nejen v lidskych orgédnech, tkanich a sekretech, jako jsou sliny, slzy a hlen,
ale obsahuje ho i mléko nebo vajeéné bilky [4], [5], [7], [10], [12]. Nejcastéji se lysozym
ziskava prave ze slepicich vajenych bilkli [10]. Jednim z dGivodi je snadné dostupnost vajec
v potfebném mnozZstvi, a druhym divodem je, Ze lysozym tvoii pfiblizn€ 3,5 % celkovych
bilkovin obsazenych ve slepi¢im vejci. Diky jeho vysokému obsahu jsme schopni
ho z vaje¢ného bilku snadno purifikovat v relativné vysoké Cistoté [4], [12].

V ramci vyzkum bylo zjisténo, Ze existuji druhy lysozymu, které se od sebe navzajem
lisi  pfedev§im  aminokyselinovymi  sekvencemi asvou enzymovou  ¢innosti.
Ovsem antimikrobidlni vlastnosti, jez jsou dasledkem S$tépeni B-1,4-D-glykosidické vazby
peptidoglykanu, maji vSechny typy lysozymu spole¢né [13]. Prvnim typem enzymu
muramidazy je lysozym typu c, jemuz se také fika typ kufeci €1 konvencni [11], [12], [13].
Jde o lysozym, ktery je zfejmé jeden z nejrozsifenéjSich. Urcité mnozstvi tohoto lysozymu
se nachazi v télech vSech obratlovcii, a dokonce inékterych bezobratlych zivocich [13].
Kromé cloveka, dalSich savet nebo tieba ptakti se muize nachazet i v télech hmyzu
jako je napft. Schistocerca gregaria neboli kobylka poustni. V jejim piipadé, stejné
jako v ptipadé cloveéka, zastava lysozym funkci pfirozené imunity a zastavuje rust bakterii
vjejim téle [14]. Obecnd chemicka struktura lysozymu typuc se skladd z pfiblizné
129 aminokyselinovych zbytka [7], [9], [11], [12], [13]. Pocet aminokyselinovych zbytkt
se mize liSit v zavislosti na pivodu lysozymu, napft. jestli pochazi z lidského, kufeciho
nebo jiného organismu [9]. Dulezité pro stabilitu jeho struktury jsou c&tyfi disulfidické
mustky [7], [9], [11], [12], [15]. Molekulovd hmotnost struktury se pohybuje
okolo 14 kDa [9], [11].

Patii sem nejcastéji lidsky lysozym, ktery byva znaceny zkratkou hLys, nebo kuteci
¢i slepici lysozym, jenz se ziskava z vajecnych bilkl. Ten je pak oznacovan zkratkou HEWL.
Z hlediska antimikrobidlni aktivity, bylo zjiSténo, Ze lidsky lysozym vykazuje vyssi aktivitu
nez lysozym kuteci. Struktura HEWL ma 129 aminokyselinovych zbytkl a lidsky lysozym



obsahuje 130 aminokyselinovych zbytkli. Molekulovd hmotnost HEWL a hLys Ccini
ptiblizné 14,3 kDa [4], [9], [12], [13].

Dalsi kategorii tohoto enzymu je typ g, neboli tzv. husi typ. Tato skupina byla
pojmenovana podle zivoCicha, vekterém byla poprvé prokazana jeho existence,
ato ve vajecnych bilcich husy Embdenské vroce 1967 [10], [16]. Podle mista objevu
se n¢kdy tento lysozym znaci zkratkou GEWL. Jeho vyskyt byl nejprve studovan piedevsim
u ptactva, ale pozdéji byl nalezen v malém mnozstvi 1 unckterych ryb a bezobratlych
organismu [12], [13], [17].

Posledni zminénou skupinou jsou lysozymy typui. Tento typ se také nazyva typ
bezobratlych. Jeho pfitomnost byla predpovézena jiz pii objeveni ostatnich typt lysozymi,
ovSem jeho primarni aminokyselinovy fetézec byl stanoven aZz v roce 1999. Jeho fetézec
byl zjistén v jednom z druht motskych mlzi, a to u Tapes japonica [10], [11], [13], [18].

Z hlediska vyskytu jednotlivych typa lze fici, Ze c-typ a g-typ jsou dominantné
zastoupeny Vv fi$i obratlovcl, zatimco i-typ se nachdzi pouze v télech bezobratlych
organismu [12], [13]. U kazdého druhu obratlovcii je dominantné zastoupen jeden z téchto
typl, tedy c-typ nebo g-typ. OvSem 1 pies to, je druhy typ zastoupen ve stopovém
mnozstvi [13], [17]. Vyskyt by bylo mozno odvodit i ze znalosti hodnot izoelektrického bodu.
Jeho hodnoty se obecné u lysozymu pohybuji v rozmezi 9,5 — 11 [9], [12]. Lysozymy typu ¢
a typu g maji vysoké hodnoty pl, zatimco lysozym typu i méa naprosto rozdilné hodnoty pl.
organismu jako je napiiklad ucast na travicim procesu [11], [13]. Krom¢ antibakterialni funkce
a funkce traviciho enzymu pomdhaji lysozymy pfirozmnoZzovani nebo jako podpora
bunéného ristu a stability bunéénych membran [19]. Zaroven podporuje schopnost
fagocytdzy u leukocytli a makrofagii [20]. Z porovnani molarnich velikosti jednotlivych typt
je vidét, ze lysozymy c-typu a i-typu jsou mnohem leh¢imi proteiny, nez jsou lysozymy
g-typu. Konkrétni porovnani zhlediska molekularni hmotnosti jsou uvedena

v Tab. I[11], [13].



Tab. I: Typy lysozym podle pfiblizné hmotnosti [12].

Ptiblizny pocet
_ ' Molekularni hmotnost
Typ lysozymu aminokyselinovych
[kDa]
zbytki

c-typ 129 11-15
g-typ 185 20 -22
i-typ 123 11-15

3.1.2 U¢inek lysozymu

Lysozym vykazuje pfirozenou antimikrobidlni aktivitu vaci grampozitivnim
bakteriim. Obecné se katalytickd aktivita muramidazy popisuje jako Stépeni neboli lyza
B-1,4-D-glykosidové vazby mezi N-acetylmuramovou kyselinou a N-acetylglukosaminem
v silné vrstvé peptidoglykanu u grampozitivnich bakterii [11], [16], [18], [21]. V poslednich
letech bylo prokazano, ze lysozym dokaze napadat i nékteré druhy gramnegativnich bakterii
jako je naptiklad E. coli [10], [12], [16], [18]. Peptidoglykanova membrana gramnegativnich
bakterii md, narozdil od grampozitivnich bakterii, velmi tenkou a kiehkou strukturu.
Ta je navic pokryta silnou vnéjSi membranou, kterd je tvofena pifevazné fosfolipidy,
ale obsahuje i slozky lipoproteint ¢i lipopolysacharidt [10], [12], [18]. I ptes silnou vné&jsi
membranu gramnegativnich bakterii bylo zjiSténo, Ze lysozym je schopen vykazovat
antibakterialni aktivitu, kterd je neenzymatického charakteru. Takovy zpisob napadeni
se nazyva nekatalytickd aktivita lysozymu [10], [12], [16], [18].

Bakteridlni bunéénd sténa grampozitivnich bakterii je tvofena mureinovymi
neboli peptidoglykanovymi (PG)  vrstvami, ve kterych se sttidaji ~ molekuly
N-acetylmuramové kyseliny (NAM) a N-acetylglukosaminu (NAG). Lysozym napada
jejich B-1,4-D-glykosidové vazby (C-O) mezi C-1 NAM a C-4 NAG ¢asti své polypeptidové
struktury (viz. Obr. 1), kterd je nazyvana jako tzv. aktivni misto enzymu [10], [11], [18].
Tato Cast enzymu  je  tvofena  kyselinou  asparagovou (Asp52)  akyselinou

glutamovou (Glu35) [11], [12]. Lysozym ztrdci svou hydrolazovou aktivitu,



pokud po napadeni bakterie v jeho struktufe nezbydou alespon dva disulfidické mustky

mezi cysteinovymi zbytky (Cys) [11], [22].
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Obr. 1: Schéma struktury lysozymu [11].

Piiblizenim lysozymu k peptidoglykanu dojde k iniciaci reakce enzym-substrat
kyselinou glutamovou, kterd v tomto ptipad¢ vystupuje jako donor protonti. Proton napadne
kyslik glykosidické vazby a dojde ke vzniku karbeniového iontu. Ten posléze reaguje
s nukleofilnim zbytkem kyseliny asparagové a vznikd meziprodukt enzymatické reakce.
Nasledné je meziprodukt rozlozen hydroxylovym iontem a z reakce odchazi hydrolyzovany
substrat peptidoglykanu. Enzymatickou reakci poSkozena bakteridlni sténa se rozpada,
dochdzi k lyze anasledné bunécné smrti bakterie. Mechanismus enzymatické hydrolyzy

lysozymu je zndzornén na Obr. 2 [10], [11], [12], [18].
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Obr. 2: Hydrolyticky mechanismus ptisobeni lysozymu na B(1-4) vazby mezi
NAM a NAG zbytky patefe bakterialni bunécéné stény [10].

Lysozym je schopen puisobit antibakterialng, 1 kdyZ nehydrolyzuje peptidoglykanovou
bakteridlni sténu. Tento efekt je zpisoben strukturnimi vlastnostmi lysozymu
jako je jeho kationtovy, lipofilni a hydrofobni charakter [10], [11], [15], [16]. Zaroven

k tomu piispiva flexibilita jeho struktury [21]. Diky témto vlastnostem je schopen zvysit
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svou antimikrobidlni aktivitu viii grampozitivnim bakteriim, ale také vii¢i gramnegativnim
bakteriim bez enzymatické hydrolyzy peptidoglykanu [10], [11], [16]. Neenzymatické
napadeni je prozatim jedinym vysvétlenim antibakteridlni aktivity lysozymu
vuci gramnegativnim  bakteriim. Ten pfi napadeni utvaii pdry ve dvojvrstvé fosfolipidi
pomoci elektrostatickych vazeb [18]. Tim dojde k naruSeni bakterialni plazmatické membrany
anasledné smrti bakterie. V mnoha studiich bylo dok4zano, ze hydrofobnost enzymu
muramiddzy muze byt navySena chemickymi nebo tepelnymi upravami, jako je napf. tepelna
denaturace nebo suchy ohiev praskového lysozymu. Pii zvySeni hydrofobnosti je pozorovano
zvySeni antimikrobidlni aktivity lysozymu [10], [11], [12], [21].

Katalytické i nekatalytické napadeni bakterii lysozymem je zndzornéno na Obr. 3.

Obr. 3: Lysozym porusuje bunécnou sténu bakterii 2 mechanismy. Vyse (fialova,
oranzova barva) se nachazi peptidoglykanova vrstva. NiZze je pak zobrazena
dvojvrstva fosfolipidi (modra barva). Vlevo: Peptidoglykanovd vrstva
je napadena lysozymem a dochazi tak k jejimu hydrolytickému rozkladu.
Vpravo: ve struktuie  fosfolipidové dvojvrstvy lysozym vytvofil pory,

které zpusobi jeji nasledny rozpad [18].

3.1.3 Pouziti lysozymu

Lysozym je jeden z nejzasadnéjSich enzymd, které byly kdy prozkouméany. Je Siroce
pouzivan v biochemickych studiich, v molekularni biologii nebo v proteinové
krystalografii [11], [13]. V téchto studiich lysozym funguje pfedevs§im jako modelovy protein
k vyzkumu  krystalogeneze, funkci a reakci enzym@ a jinych proteini [10].
Pro své antibakteridlni a antimykotické vlastnosti je Siroce pouzivan ve farmaceutickém
nebo potravinaiském primyslu [5], [10], [11] . Pravé ve farmacii a v 1€kafstvi miize byt pouzit

jako preventivni latka proti riznym onemocnénim [4]. Byl zjiStén jeho Gcinek proti rlstu
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rakovinotvornych bun¢k zplsobujici pfedevs§im rakovinu Zaludku nebo rakovinu prsu [4],
[23]. V poslednich letech je zkouman i jeho ucinek proti HIV [23]. Jeho zvySena pfitomnost
vkrevni plazmé nebo vmoc¢i mlze indikovat napf. monocytarni leukémii [9].
V potravinaistvi je diky jeho vlastnostem vyuzit pfedevsim jako pfirodni konzervant potravin
jako jemaso nebo syry[ll], [22]. Dtive byval vyuzivan jako ptisada do krmiv
pro hospodarska zvirata [5].

3.2 SDS-PAGE elektroforéza

Elektroforéza je separatni metoda, kterd se vyuziva pro rozdéleni makromolekul
v elektrickém poli. V tomto typu elektroforézy je pouzit jako nosi¢ makromolekul
polyakrylamid, skrze jehoz sit’ putuji proteiny od zdporn€ nabité katody ke kladné nabité
anodé. To je zajiSténo denaturaci proteinu pomoci sodium dodecylsulfatu (SDS)
a B-merkaptoethanolu, ktery se nachéazi ve vzorkovacim pufru, ptidaném ke vzorku proteinu.
SDS je aniontovy detergent, ktery se vaze na Casti proteinu a zpusobuje tak rozklad
jeho struktury a zajisténi stejného rozprostfeni zaporného naboje v komplexu protein-SDS.
K rozlozeni struktury proteinu pfispiva i B-merkaptoethanol, diky némuz dochézi k rozkladu
disulfidickych mustkti v makromolekule. Po pfipojeni elektroforézy ke zdroji napéti,
se molekula proteinu se zapornym nabojem presouva smérem ke kladn¢ nabité anod¢ (smérem
doll) pfes sit’ polyakrylamidu. Béhem separace dochazi k rozdéleni proteinti pouze na zdkladé
jejich  molekulové hmotnosti, protoZze byl zajiStén jednotny naboj molekuly.
SDS-PAGE gelova elektroforéza je pouZivana k identifikaci molekul proteinli na zékladé
jejich molekulové hmotnosti. Proteiny s nizs§i molekulovou hmotnostni se v gelu presouvaji

rychleji nez molekuly s vétsi hmotnosti [24], [25], [26], [27].

3.3 Funk¢ni antimikrobialni povrchy

Jednim zintenzivné diskutovanych témat dneSni doby je problém zvySujici
se rezistence bakterii viici béZné pouzivanym antibiotickym ptipravkiim. Proto jsou hledany
jiné formy antibiotického ptlisobeni proti bakteriim. Takovéto piisobeni by bylo ocenéno
zvlasté v nemocnicich a jinych zdravotnickych zatizenich, kde je velka kumulace nemocnych
lidi roznésejicich riizné mikroby a bakterie. Jejich infekce mohou byt zplisobeny pfilnavosti
bakterii k rozhranim kapalina-pevna latka nebo plyn-pevna latka. Jejich setrvavanim na téchto
rozhranich mohou byt pfeneseny do téla Clovéka napi. diky zavedeni implantatu, katétru
nebo pii pouzivani dentalnich nastroji. Jednoduchy ptenos bakterii pies adhezi na rozhrani
kapalina-pevnd latka milZze byt dotykdnise kohoutku v umyvéarnach, na toaletach

nebo ve sprchovych koutech. Jinak jejich pfenos pies adhezi na rozhrani plyn-pevna latka
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muze byt dotykéani se kliky u dvefi, telefonu, klavesnice, u pocitace a dal$i b&ézné tkony.
Obranou proti témto formam infekce je vyroba antimikrobidlnich povrchii nebo nétéra,
které diky svym zdkladnim vlastnostem budou bakterie odpuzovat nebo piimo zabijet.
Ovsem pfiprava funkéniho povrchu je velmi naroCna. Je potfeba, aby povrch neztratil
antibakteridlni vlastnosti a zaroven, aby napf. pfi vlozeni ve form¢é implantatu do téla
destruktivné interagoval smérem k bakteriim, ale nenapadal jiné bunky v téle [2], [28], [29].

Existuje velké mnozstvi metodologii ptipravy antibakterialnich a antimikrobialnich
povrchi. Jednim z vyznamnych zastupcti jsou povrchy antiadhezivni. Uéel takovych povrchi
je zabranit pfimo pfilnuti bakterii k povrchu. Nemaji schopnost nicit bakterie. Jednim z jejich
hlavnich charakteristik je nadmérna hydrofobnost nebo naopak hydrofilnost, ktera zabranuje
adsorpci bakterii. Negativni adsorpce byla prok4zéna u siloxanovych a fluorosiloxanovych
hydrofobnich povrchi. Dal$im antiadhezivnim povrchem se ukazaly byt nanostrukturované
povrchy. Byl vytvoren ultrahydrofilni povrch pomoci polystyrenovych nanovlaken podrobené
upravé kyslikovou plazmou. Tento povrch vykazoval zeta-potencidl -40 mV. I diky tomu
vykazoval tento povrch snizenou vazbu bakterii E. coli, kterd byla pouzita jako model
pro posuzovani piilnavosti bakterii k povrchu [28], [30].

DalSim nadénym mechanismem pro vyrobu antimikrobidlniho  povrchu
jejeho pokryvani  uhlikovymi  strukturami  riznych  typG, jako je  grafen
nebo tzv. CNT (uhlikové  nanotrubicky).  Tyto  povlaky  vykazovaly  aktivitu
vuci adsorbovanym bakteriim riiznymi zplsoby jako je napf. oxidativni stres, inaktivace
proteinti, naruseni bakteridlni membrany nebo inhibice transkripce. Tyto mechanismy muze
ovlivitovat i1 faktor jako je koncentrace uhlikové vrstvy [28].

Dal$im vyznamnym typem povrchu jsou kontaktné aktivni povrchy. Problémem
pfi ptipravé takovych povrchil je inaktivace antimikrobidlniho u¢inku pti imobilizaci biocidu
na povrch. Proto byly pouZzity tzv. polymerové kartace. Jsou to polymerni vlakna kovalentné
vazand na anorganickém povrchu a jejich funkci je imobilizace biocidd. Piitakovéto
metodologii byl zachovan antimikrobidlni Ucinek biocidu. Mechanismus napadeni
je v tomto piipad¢ zavisly na délce polymerni struktury a na hustoté nadboje na ptipravovaném
povrchu. VétSinou kladné nabitd antibakteridlni molekula pfipevnéna na karta¢ se natdhne
k bakterii, které prolomi bakteridlni st€énu tvofenou piedevsim zaporné nabitymi fosfolipidy.
Provedené experimenty ukazuji, Ze zfejmé& hustota naboje na povrchu je vyznamnéjSim
faktorem primarn¢ urcujicim vyslednou antibakterialni aktivitu povrchu. Prob¢hla imobilizace
QAC (kvartérni amoniové slouceniny) na povrch pomoci

poly-2-(dimethylamino)ethylmethakrylatovych fetézci. Imobilizace byla provedena
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radikdlovou polymeraci napovrchu. Hustota naboje povrchu byla stanovena
na vice nez 5 x 10" aminovych jednotek/cm?. Ukazalo se, Ze antimikrobialni aktivita ziistala
zachovana navzdory tomu, zZe fetézec pouzitého polymeru je, oproti jinym polymertim
dosti kratsi, na to, aby doslo k pfepokladanému napadeni bakterie [28], [31].

Jako dalsi skupinou latek, které se snadno ukotvuji pomoci polymernich kartact
jsou AMP (antimikrobidlni peptidy). Ty jsou vhodné zejména kviili svému Sirokospektralnimu
antibakteridlnimu puasobeni. To znamend, ze dokazou negativné pusobit i na bakterie,
které uz jsou vic¢i béznym antibiotikim rezistentni. Jako anorganicky povrch, na kterém
byla iniciovdna radikdlova polymerace s pienosem atomu, byl pouzit kiemikovy podklad
potazeny titanem nebo isamotny kiemikovy substrat. Je dulezité, aby tento anorganicky
povrch nebyl potencidlné toxicky pro buiiky hostitele jako tomu bylo v pfipadech piipravy
povrchu pomoci sloucenin kovi jako jestiibro. Byl tedy vytvofen povrch
s N-substituovanymi polyakrylamidovymi kartaci, na které¢ byly navazany rtizné AMP.
Jejich celkova koncentrace napovrchu sahala az k hodnoté 5,9 pg/cm?. Experiment
na potkanech dokazal funkénost pfipravenych povrchii v porovnani s Gcinkem roztoku
ur¢ittho AMP. Vysledek tohoto experimentu byl pozitivni i ztoho divodu, Ze povrch
nenarusoval zadné bunky v téle. Zavérem je tedy pripravenost testovani téchto povrchii
k vyrob¢ télnich implantatt [28], [29].

Kromé zdravotnictvi jsou antimikrobidlni povrchy piinosné i napf. pro textilni
primysl. Latky, které nejsou uméle syntetizovany, ale jsou vyrdbény z ptfirodnich zdroji,
jako je mnapf. hedvabi, jsou velmi snadno napadnutelné bakteriemi nebo mikroby.
Proto byl minuly rok vyzkouSen koncept vyroby antibakteridlniho a antimikrobialniho
povrchu  pfimo  nahedvabnych  textiliich. ~Byly zvaZzovany dva  pfistupy.
Prvni z nich byl chemické roubovani. Pii této upravé hedvabi se biocid spojuje s vlakny
fibrioni v hedvabi, které obsahuji serin, tyrosin nebo lysin, atvoii tak povrch odolny
viéi mikrobtim. Takové latky jsou napft. fenolické slouceniny nebo tyrozinaza. Tento zplisob
antimikrobidlni modifikace hedvabi byl zavrzen kvili naruSeni jeho mikrostruktury.
Jako ekonomicky pfijatelny materidl pro povrchové lakovani nanostruktur byl zvolen
ZnO (oxid zine¢naty). Ten byl jiZ v nékterych studiich pouZivan jako antimikrobialni latka
v zavislosti na povrchu, ktery se jim potahoval. Napft. pro pouziti hedvabi ve zdravotnictvi
napf. jako steht, byly tenké hedvéabné nité ponofeny do porézni

suspenze ZnO. V tomto ptipadé¢ byla pouzita technika ALD (Atomic Layer Deposition)



pro cilenou povrchovou aplikaci ZnO navldkna hedvabi, které byly vystaveny ZnO
v 800 opakovanich [32].

Dalsi z moznych vyuziti antimikrobidlnich povrchii je v potravindiském primyslu,
kde je dnes kladen velky dlraz nanahrazovani neekologickych obali takovymi,
které jsou pro zdravi nezavadné, zaroven dobfe rozlozitelné a popiipadé skutecné jedlé.
Vyhodou takovych povrchil je samoziejmé i antimikrobidlni a antibakteridlni aktivita
pro ochranu a trvanlivost balenych potravin, které snadno podl¢haji zkaze. Jedlé obaly jsou
vlastné primdrni vrstvy, kterymi jsou obaleny potraviny jako je zelenina nebo ovoce.
Takové obaly by mély zamezovat pohybu vzduchu a vlhkosti v potraving, tzn ze by mély
dobfte konzervovat potravinu. Jiz pfed mnoha staletimi se pro konzervaci a ochranu potravin
pouzivaly predevS§im latky na bazi biologickych makromolekul, jako jsou lipidy, proteiny
nebo polysacharidy. Pouzivaly se napf. vosky na potazeni ovoce a zeleniny pro konzervaci
nebo do zavarenych potravin jako jsou rajcata nebo houby se ptidavaly lipidy ve formé oleje
nebo sadla. Jako pfiklad konzervace anorganickymi slouc¢eninami bylo napf. maso
uchovavano vsoli. V souCasné dobé se vyuzivd pfidavani antimikrobialnich latek,
jako je chitosin, pfimo do potravin. V takovém piipadé neni mozné vyloucit ztraty
antimikrobidlnich vlastnosti latky pfi jeji reakci s latkami obsaZzenymi pfimo v potraving.
Proto sejedlé obaly uvadéji jako vyhodnéjSi moznost ochrany proti mikrobim.
Testuji se rizné biomakromolekuly v souvislosti vyroby jedlych povrcht jako napf. pektin,
Skrob, celuléza, jiz diive zminény chitosin, kolagen ve spojeni s dal§imi proteiny
jako je keratin. Antimikrobidlni vlastnost obalu mize byt podpofena ptidanim nékterych silic
jako je kminova silice, skoficova silice, hiebickova silice nebo majorankova silice. V dne$ni
dobé jsou proteiny na vyrobu takovych obalid shledavany jako nejlepSi feSeni ndhrady
plastovych oball. Nejpouzivangj$imi proteiny pro tyto studie jsou kasein, Zelatina, zein
nebo sojovy protein. Jejich vyhodami jsou schopnosti stavby tkani nebo enzymatické aktivity,
jako miize byt napt. antimikrobialni aktivita [33], [34].

V ptipadé¢ lysozymu byl napf. pfipravovan jeho povrch na polyvinylalkoholu,
ktery by potencidln€ mohl slouzit jako obal potravin, ktery byl diky lysozymu prokazatelné
aktivni vic¢i Micrococcus lysodeikticus, ktery je vici nému vysoce citlivy. Film lysozymu
byl vtomto pfipadé¢ s polyvinylalkoholem pfipraven litim. Jejich promyvanim
v dH2O byl pozorovan tunik lysozymu do vody ajeho mnoZzstvi bylo detekovano
pomoci HPLC. Takto bylo prokazdno, ze vytvofeny film je, tim Uc¢inngjsi
vuci Micrococcus lysodeikticus, ¢im vétsi mnozstvi lysozymu bylo pro pfipravu filmu

pouzito [35].
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3.4 ATR-FTIR spektroskopie

Infracervena spektroskopie je technika zalozend na absorpci infracerveného zéieni
funkénimi skupinami, které jsou tvofeny kovalentnimi vazbami mezi atomy. Pro detekci
malych i makroorganickych molekul byla pouzivana ptiblizn€ od zacatku 20. stoleti. Absorpci
diskrétniho zéafeni prfechdzi molekuly do vysSich vibra¢nich arotacnich hladin.
K nejvyznamné;jsi absorpci IR zafeni molekulami dochazi v tzv. stiedni infracervené oblasti.
Touto oblasti je rozmezi vinoétu piiblizné od 4 000 — 400 cm™, popt. 4 000 cm™ — 1 000 cm™!.
Zdroje se v ur€ovani tohoto rozmezi stfedni IR oblasti Casto rozchazeji. To je zfejmé dano
rozdilnymi ucely a vzorky, které jsou pomoci této metody testovany [36], [37], [38].

Pro kaZzdou molekulu s nelinearni strukturou a ur¢itym poctem atomu (N-atomt) plati,
ze ma celkové 3N-6 vibra¢nich moda [36]. Ve stfedni infracervené oblasti pozorujeme
nejsiln€j$i  zdkladni vibrace vazeb v testovanych molekulach, ato vibrace valen¢ni
a deformacni. Valenéni vibrace jsou charakteristické natahovanim vazby v molekule a vibrace
deformacni neboli ohybové, se oproti tomu vyznacuji zménou vazebného uwhlu
mezi atomy [36], [38], [39], [40]. OvSem ne vSechny takové vibrace je mozno detekovat
pomoci IR spektroskopie. To, zda bude vibrace urcité funkéni skupiny aktivni v daném
spektru urcuje zména dip6élového momentu takové vibrace. Pokud je valenéni vibrace vazby
v molekule symetricka, tzn. Ze se vazby v molekule natahuji smérem od sebe, pak tato skupina
neni IR spektroskopii detekovatelna, protoZe pii takové vibraci se dipélovy moment vibrace
neméni. Ale pokud dochazi v molekule k asymetrické valencni vibraci, tzn. Ze se jedna vazba
zkracuje a druh4a prodluzuje, a naopak, tak tato skupina je detekovatelnd pomoci
IR spektroskopie, jelikoz v takovém piipad€ se béhem vibrace dipdlovy moment méni [36],
[38]. Z toho plyne, Ze pro kazdou zékladni asymetrickou vibraci je ddna oblast absorpce
IR zéfeni, tzv. absorpéni pas [36], [39], [40].

Kazdy infraerveny absorp¢ni pas je charakterizovan ur¢itym vlno¢tem. Pro valen¢ni
vibrace je pouzivana aproximace harmonického oscilatoru. V takovém vzoru je pro popis
této vibrace pouzita predstava, Ze atomy podilejici se na vazb¢, jsou dva hmotné body spojené

pruzinou. Frekvence kmitani vibrace je pak dana rovnici 1 [36].

1 mi+m
v= — X /k x 2 (1)
21C mim;

Rovnice I popisuje vztah pro frekvenci vibrace, kde cje rychlost svétla
v em.s!. Pismeno kje v modelu harmonického oscilatoru napéti pruziny, které zde

aproximativné vystupuje jako pevnost vazby mezi atomy v dyn.cm™!. Hmotnosti m; a m jsou

11



hmotnosti hmotnych bodu, které zde vystupuji jako hmotnosti atomii nebo skupin atomi
podilejicich se na vazb& v gramech. Vyslednd hodnota frekvence je v jednotkach cm™.
Podle tohoto vztahu je tedy frekvence vibrace zavisla na pevnosti chemické vazby. Pokud
by byly vazby porovnany z hlediska nasobnosti, tak trojné¢ a dvojné vazby se nachazeji
v oblasti vyssich frekvenci nez jednoduché vazby. Frekvence se také méni podle prostredi,
ve kterém se molekuly nachdzeji. Proto ji mohou ovlivnit nevazebné interakce
mezi molekulami jako jsou napt. vodikové mustky. Ty snizuji pevnost chemické vazby,
a tim snizuji i samotnou frekvenci. Posledni efekt zasahujici do hodnoty frekvence je relativni
hmotnost atomi podilejicich se na chemické vazbé. Z téchto ovliviujicich faktort vyplyva,
ze kazda funkéni skupina je popsana uréitym absorpénim pasem. Kazdy pas je popsan oblasti
frekvenci. Proto je mozno podle specifického pasu dohledat urCitou funkéni skupinu
v infraCerveném spektru [36]. 1z divodu téchto faktorGi je infracervené spektrum
zcela jedinecné, v podstaté takovy ,,otisk prstu®, pro kazdou latku [41], [42], [43].

FTIR spektroskopie neboli infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
je odvétvi infraervené spektroskopie, které se rozsifilo pfiblizn¢ v poloving 20. stoleti.
Je to technologie, kterd nevyZaduje nijak sloZitou ptipravu vzorku. FTIR spektroskopie
zastfeSuje mnoho rozdilnych metod, které se 1isi zejména ve zptisobu sméfovani IR zateni
ze zdroje na méteny vzorek, v podminkach méfeni nebo napt. v pouziti rozdilnych detektort,
které jsou pro méteni pouZity. Obecné lze fici, Ze FTIR spektroskopy se déli na dva druhy,
a to na jednopaprskovy a dvoupaprskovy. U jednopaprskového se setkdvame s eliminaci
signall pozadi, které je tfeba provést pro kazdé meéteni zvIast', ale naopak u dvoupaprskového

je pozadi trvale eliminovano od métené¢ho vzorku [37], [41], [44], [45].
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Jednou ze zékladnich technik je transmisni FTIR spektroskopie. Pfitomto méfeni
je vzorek vlozen mezi pohyblivé a fixni zrcadlo, kde jim prochdzi IR zafeni ptichazejici

ze zdroje, jak je zobrazeno na Obr. 4 [44], [46].
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Obr. 4: Schématické zndzornéni zakladnich

soucasti transmisniho FTIR spektroskopu [46].

Me¢teni zafind produkci IR zafeni ze zdroje (Source), které putuje smérem
k rozdélovaci paprsku (Beam splitter). Zafeni se rozdéli do dvou smérit. Jeden jde smérem
k fixnimu zrcadlu (Fixed mirror) a druhy jde smérem k pohyblivému zrcadlu (Moving mirror).
Pohyb tohoto zrcadla je diivodem vzniku jevu interference IR zafeni s paprskem zafeni,
které se odrazilo od fixniho zrcadla. Tato interferujici vina jde od délice paprskii smérem
k méfenému vzorku (Sample). Interferujici vina projde vzorkem, ktery pohlcuje ¢ast zareni
charakterizovaného danymi vlnovymi délkami. Absorpce tohoto zatfeni zplisobuje excitaci
molekul ve vzorku do vysSich vibracnich a rotacnich hladin. Zbyla cast zateni je vzorkem
propusténa na detektor. Detektor trvale zaznamenava zbyly rozsah vinovych délek zareni,
které bylo propusténo a dojde k porovnani s ptivodnim rozsahem zéfeni, které bylo zdrojem

produkovano. Zaznamenanim detektoru vznikne tzv. interferogram (Obr. 5) [44], [46], [47].

i)}

the detector records
an interferogram

' >
S=0 g

Obr. 5: Interferogram [46].

Na Obr. 5 je zobrazena zavislost intenzity zafeni / (S) na poloze pohyblivého zrcadla S,
jenz se nazyva interferogram. Tento graf je pocitacem preveden matematickou operaci

tzv. Fourierovou transformaci na vysledné IR spektrum [45], [46].

13



Pfi méteni vodnych roztokl touto metodou je diilezité¢ podotknout, ze voda je silnym
absorbérem IR zéfeni. Z toho divodu je tieba, aby vzdalenost fixniho a pohyblivého zrcadla
neptesahla 10 um. Kdyby byla vzdalenost delsi, pak by mohlo dojit k absorpci veSkerého
zafeni vodnym vzorkem. Z toho plyne, ze by nedoslo k zachyceni signalu detektorem [44].

Dalsi béznou technikou je ATR-FTIR spektroskopie. Zkratka ATR znamena
Attenuated Total Reflection, tedy tlumeny totalni odraz. Schéma ATR-FTIR spektroskopu
je zobrazeno na Obr. 6 [44], [48], [49].

L # s -
Obr. 6: Schéma ATR-FTIR spektroskopu [50].

Podstatnou c¢asti ATR-FTIR je tzv. vnitini reflexni prvek, zkratkou oznacovany
jako IRE nebo také jako ATR-krystal [38], [44], [50]. Jde o hranolovity prvek s vysokym
indexem lomu, jehoz sloZeni vétSinou byva ZnSe, kiemik, germanium nebo i1 diamant [43],
[44], [50]. Pro zméfeni kvalitniho spektra by mél byt vzorek dobfe pfipevnén, aby se béhem
meéfeni vzorek spravné dotykal IRE prvku [49], [51]. Paprsek IR zafeni je ze zdroje namifen
na IRE [43], [50]. Zde prochazi prostfedim s vy$§im indexem lomu (n;) a dopadé na vzorek
pod thlem 6, jehoz velikost ptesahuje hodnotu kritického thlu. Proto dochdzi k efektu, ktery
se nazyva uplny vnitini odraz. Pfi tomto odrazu vzniké tzv. evanescentni (stojatd) vina [43],
[44], [50]. Taprochéazi opticky hustSim prostfedim, kde se odrazi na povrchu vzorku.
Pti téchto interakcich se vzorkem dochazi k jejimu ¢astecnému priniku do méfeného vzorku,
ktery absorbuje urcitou Cast zéafeni, atim dochéazi k oslabeni této viny [43], [44], [50].
IR zateni o neabsorbovanych vlnovych délkach odchazi zIRE prvku smérem
do detektoru [50]. Hloubka, do které vlna dokéze proniknout je pfiblizné 0,5 — 2 pm [44].
Tento fakt je povazovan za vyhodu ATR-FTIR, ato zdivodu nendroCnosti na ptipravu
méteného vzorku [49]. Je vyhodna pfedevsim pro studium roztoki proteinti nebo jinych latek,
které jsou dostupné pouze v malém mnozstvi [38], [44]. Hloubka penetrace (d,) IR zatfeni

do vzorku je déna rovnici 2 [44], [50].

d, = 2 )

1
2Ny X ((sin 0)2— (2)2)2

ni

Z rovnice 2 plyne, Ze hloubka je zavisl4 na vinové délce IR zafeni (1), na indexu lomu

vzorku (n2), na indexu lomu IRE (#,) a na tthlu dopadu IR zateni (6) [44], [50].
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Pro ticely této bakaldiské prace je podstatnd ATR-FTIR spektroskopie proteind.
Je dulezité, ze pro analyzu vzorku proteinu nebo jiného biologického materidlu je ve vétsing
pripadi k méfeni pouzit roztok dané latky. V IR spektru jsou pak patrné pouze vibra¢ni moédy
chemickych vazeb [46]. Jak jiz bylo feCeno, prokazdou vazbu v molekule
jsou charakteristické infracervené absorpéni pasy, podle kterych je mozno z IR spektra
definovat pfitomnost dané latky. Pro proteiny jsou charakteristické tzv. amidové pasy.
Proteiny poskytuji v IR spektru vice takovych pasii, ovSem nejcitlivéjsSimi jsou pasy Amidu I
a Amidu II [36], [40]. To znamend, ze ve spektru poskytuji nejintenzivnéjsi piky. Ptiklad

takového spektra je zobrazen na Obr. 7. Jde o zavislost intenzity piku na vinoctu [36].

T T T | T I | 1 I

Obr. 7: Spektra amidovych pésii [36].

Pas Amidu I je charakteristicky pro nejvyssi hodnotu absorpce IR zafeni. Hodnota
vlnoétu tohoto pasu se nachazi v rozmezi 1 600 cm™ —1 700 cm™!. Nejéastéji se pohybuje
kolem hodnot 1 650 cm™!. Tento pés je ddn predevsim valenénimi (protahovacimi) vibracemi
C=0vazeb. Je zaroven propojen s napindnim vazby C—N asohnutim N — H vazeb.
P4as Amidu Il je ve spektru umistén vrozmezi vInoétd 1 500 cm™ —1 600 cm™. Piesngji
se véts§inou nachazi kolem hodnoty 1 545 cm™!. Tato spektralni oblast je ddna valen¢nimi
(protahovacimi) vibracemi vazeb C—N adeformacénimi (ohybovymi) vibracemi
N — H vazeb [36], [44], [46], [48]. Jako dalsi je pas Amidu III. Tento pas se nachazi v oblasti
vlnoétu 1200 ecm™ — 1 300 cm™. Uréuji ho ohybové vibrace N — H vazeb, valen¢ni vibrace
C—Nvazeb adalsi ohybové vibrace C —H vazeb [44]. Nékteré zdroje uvadéji, ze pas
Amidu III je nepodstatny pro ur¢ovani sekundéarni struktury proteinu, a pro takovouto analyzu
jsou dostacujici pasy Amidu I a Amidu II. Jiné zdroje uvadéji, ze Amid 111 by mohl byt zahrnut
do analyzy struktury, protoze je ovlivnén rozvétvenim proteinu a projevuji se na ném zmeény
vedlejSich fetézch [48]. OvSem spektralni pasy Amidul a Amidu Il jsou pro identifikaci

sekundérni struktury proteinu stézejni [44]. Identifikace pomoci pozice Amidu I ve spektru
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muze byt ovlivnéna napf. vodikovymi mistky a dal§Simi nevazebnymi interakcemi
v molekule [44], [46]. Dlkazy sekundarnich struktur jako je a-helix nebo sklddany [-list
je mozno odhalit na zaklad¢ spektra [36], [46]. Zminéné o-helixy se ve vétSing piipadt
nachazeji ve spektralni oblasti 1 650 cm™ — 1658 cm™!. Skladané p-listy se nejcastéji
nachézeji v oblasti vlnoét 1 620 cm™ — 1 640 cm’! nebo v rozmezi

1 670 cm™ — 1 695 cm’! [40], [44].
4 Materialy a metody

V této Casti bakalaiské prace jsou popsany pouzité chemikalie, pomicky, pfistroje
apouzité metody, kterymi byly provedeny experimenty pro pfipravu antibakteridlniho

povrchu s lysozymem.

4.1 Priprava roztoku lysozymu

K ptipravé roztokli byl pouzit praskovy lysozym z kufeciho vaje¢ného bilku,
dialyzovany, lyofilizovany, ve formé prasku od vyrobce
Sigma Aldrich (~10 000 U/mg, CAS: 12650-88-3, 62970). Déle byla pouzita dH>O.

Poté byly pouzity mikropipety (5 ml, 1 ml, 100 pl, 20 ul ), Spicky na piisluSné velikosti
mikropipet, analytick¢é vahy, mikrozkumavky (0,5 ml, 1,5 ml), zkumavka Falcon (15 ml),
laboratorni 1zi¢ka, vortex a kadinka o objemu 5 ml.

Praskovy lysozym byl ve vSech ptipadech navazovan na analytickych vahach pomoci
laboratorni 1zicky, kadinky (5 ml) a mikrozkumavky o pfislusSném objemu. Po navéazeni
byl do mikrozkumavky napipetovan piislusny objem dH2O mikropipetou odpovidajiciho
rozsahu objemu. Nasledné¢ byl roztok promichan pomoci vortexu. Pouzivany zasobni roztok
lysozymu o koncentraci 1 mg/ml nebylo potieba ptipravovat pro kazdy experiment zvIast,
pokud byl uchovavan pfi stalé teploté 4 °C v lednici.

V piipadé¢ fedéni roztoku byl napipetovan potiebny objem zisobniho roztoku
lysozymu (1 mg/ml) mikropipetou odpovidajiciho rozsahu objemu. Nasledné byl vhodnou
mikropipetou doplnén objem dH>O do stejné mikrozkumavky. Roztok byl pokazdé promichan
pomoci vortexu. VSechny ptipravené roztoky lysozymu byly uchovéavany v lednici, stejné jako
samotny praskovy lysozym.

Hodnoty hmotnosti praskového lysozymu a pfislusna fedéni roztokli lysozymu

pro SDS-PAGE elektroforézu jsou uvedeny v Tab. II.
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Tab. II: Ptiprava roztokl lysozymu pro SDS-PAGE elektroforézu.

Priprava zasobniho roztoku (ZR) lysozymu
’ Celkovy
K?Pnce/r:;rﬁce Hmotnost [g] Obje[m l(]jHZO objem
g H roztoku [pl]
1 0,0011 1 000 1 000
Redéni roztokii lysozymu
Koncentrace | Objem ZR | Objem dH20 C(fé}.(ggy
[mg/mi] [m] [ul] il [l
0,75 37,5 12,5 50
0,5 25 25 50
0,25 12,5 37,5 50
0,1 5 45 50

Pro pfipravu vzorkli na testovani

Cistoty pomoci

SDS-PAGE elektroforézy

bylo do novych mikrozkumavek (0,5 ml) pfevedeno 5 pl roztoku o pfislusné koncentraci,
ke kterym byly pfidany 2,5 pl 4x Laemmliho vzorkového pufru. Vzorky byly umistény
do predehratého termobloku (95,5 °C) na ptiblizn€ 3,5 minuty.

Pro ptipravu funkéniho povrchu lysozymu na hlinikové f6lii byl pfipraven roztok

na zéklad€ hodnot uvedenych v Tab. III.

Tab. III: Priprava roztoku lysozymu pro funkéni povrch s lysozymem
imobilizovanym na hlinikové folii.
Koncentrace Objem dH>O | Celkovy objem
[mg/mi] AT (g [ul] roztoku [ul]
150 0,015 100 100

Ptiprava funkéniho povrchu slysozymem na hlinikové folii pokryté vrstvou
nylonu 6.6 byla provedena pomoci roztokli lysozymu, pro jejichz piipravu jsou uvedeny

hodnoty v Tab. IV.
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Tab. IV: Ptiprava roztokli lysozymu pro funkéni povrch s lysozymem

imobilizovanym na hlinikové folii pokryté vrstvou nylonu 6.6.

Priprava zasobniho roztoku (ZR) lysozymu
. Celkovy
KcEpnce/r;rt]rlrilce Hmotnost [g] ObJEF"I I?HZO objem
g H roztoku [pl]
1 0,01 10 000 10 000
Redéni roztokii lysozymu
Koncentrace | Objem ZR | Objem dH.O C(;atl)}_(;rzy
[mg/ml] (] (] oistian [l
0,5 25 25 50
0,1 5 45 50

Funkéni povreh s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii s vrstvou nylonu 6.6
byl znovu pfipraven pro testovani imobility lysozymu po promyvani. Pro jeho ptipravu byl
pouzit zasobni roztok (1 mg/ml) ptipraveny v predeslém piipadé (Tab. IV). Jeho zplsob
fedéni je uveden v Tab. V.

Tab. V: Pfiprava roztoku lysozymu pro pfipravu funkéniho povrchu

s lysozymem imobilizovanym na hlinikové f6lii s vrstvou nylonu 6.6 pro

promyvani.
Koncentrace | Objem ZR | Objem dH.O C;é}?rzy
[mg/ml] [ud] [ul] sasieotan [l
0,1 100 900 1 000

Pro dal$i funkéni povrch s lysozymem na hlinikové folii pokryté vrstvou nylonu 6.6
piipraveny zazvysSené teploty byl pfipraven roztok lysozymu ze zasobniho roztoku
o koncentraci 1 mg/ml (Tab. IV). Hodnoty pro natedéni pouzitého roztoku jsou uvedeny

v Tab. VL.
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Tab. VI: Pfiprava roztoku lysozymu pro funkéni povrch s lysozymem
imobilizovanym na hlinikové f6lii pokryté vrstvou nylonu 6.6 pfipravenym

za zvysen¢ teploty.

Koncentrace | Objem ZR | Objem dH0 el
[mg/mi] [ul] [ul] S
roztoku [pl]
0,1 200 1800 2 000

4.2 SDS-PAGE lysozymu

K provedeni SDS-PAGE elektroforézy byl pouzit roztok lysozymu (1 mg/ml,
0,75 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25mg/ml a0,1 mg/ml), 4x Laemmliho pufr (pH 6.8),
protein ladder (PageRuler Unstained Protein Ladder (#266 14), Thermo Fisher Scientific),
ethanol, 2-propanol, 10x SDS-PAGE elektroforeticky puftr, fixaéni roztok (50 % ethanol,
2 % kyselina fosfore¢na), barvici roztok (Commassie modro-stiibrné barveni), deionizovana
voda (dH20), 30 % akrylamid, 1,5 M Tris pH 8.8, 1,5 M Tris pH 6.8, 10 % SDS (sodium
dodecyl sulfat), 10 % APS (ammonium persulfat) a TEMED.

Daéle byla pouzita elektroforetickd aparatura, elektroforetickd vana, zdroj, termoblok,
4 skla pro tvorbu gelu (spodni akryci), plastovd ndhrada za gel mezi sklicky, stojan
na pfipravu skel, guma, drzak na ptipravu skel, kadinky pro ptipravu geld o objemu 100 ml,
kadinka o objemu 5 ml, analytické vahy, laboratorni 1Zicka, sklenéné pipety, elektricky
pipetovaci nastavec, automatické mikropipety o riznych objemech, Spi¢ky pro mikropipety
oruznych velikostech, mikrozkumavky Eppendorf o objemech 1,5 ml a 0,5 ml,vortex,
odmérny valec o objemu 1 000 ml, plastova stérka, sklenéné krabicka, horizontélni tfepacka,
igelitovy pytlik, fix a papirova lepici paska.
4.2.1 Priprava gelii pro elektroforézu SDS-PAGE

Spodni 1 kryci sklicka byly oc¢istény pomoci dH>O a ethanolu. Pomoci drzaku byly

upevneény k sobé a vlozeny do stojanu. Poté byl pfipraven 15 % separacni gel podle Tab. VII.
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Tab. VII: Ptiprava separacniho gelu (15 %).

15% separacni gel
Objem [ml]
30% akrylamid 10
H>O 46
1,5M Tris 5
(pH 8.8)
10% SDS 0,2
10% APS 0,2
TEMED 0,02

Pomoci mikropipety (1 000 ul) byla pfipravenda smés pievedena do prostoru
mezi spodni a kryci sklicko. Prostor byl zaplnén tak, aby od horniho okraje kryciho sklicka
po hladinu separacniho gelu zbyly piiblizn€ 2 cm. Na vrstvu gelu bylo, tou samou
mikropipetou, ptevedeno malé mnozstvi 2-propanolu. Bylo vyckano 25 minut do ztuhnuti

gelu. Mezitim byl ptipraven 5 % zaostfovaci gel podle Tab. VIII.

Tab. VIII: Pfiprava zaostfovaciho gelu (5 %).

5% zaostiovaci gel
Objem [ml]
30% akrylamid 1,3
H.O 55
1M Tris 1
(pH 6.8)

10% SDS 0,08
10% APS 0,08
TEMED 0,008

Z prostoru mezi sklicky byl odebran 2-propanol a gel byl promyt dH,O. Nasledn¢ byl
do zbylého prostoru preveden mikropipetou (1 000 pul) pfipraveny zaostfovaci gel. Do ného
byl nésledné zasunut hiebinek o 10 jamkach. Poté bylo vyckano pfiblizné¢ 20 minut
do ztuhnuti zaostfovaciho gelu. Poté byly 2 gely mezi sklicky vyjmuty ze stojanu a drzédku
na sklicka, byly zabaleny do ubrousku anamoceny do dH,O. Takto byly zabaleny
do igelitového pytliku a popsany datumem a koncentraci gelu. Byly uchovany po dobu 1 dne

v lednici pii 4 °C.
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4.2.2 Provedeni SDS-PAGE elektroforézy

Byla ptipravena elektroforetickd aparatura, do které byl zasazen 15 % gel mezi sklicky
a plastova nahrada tohoto gelu. Aparatura byla vsazena do elektroforetické vany. Nasledné byl
pfipraven 1x SDS elektroforeticky pufr nafedénim 10x SDS elektroforetického pufru.
Do odmérného valce bylo vpraveno 70 ml elektroforetického pufru (10x SDS), které¢ byly
nafedény 630 ml dH>O. Tento pufr byl prelit do elektroforetické vany mezi vlozeny gel
a plastovou nahradu, tak aby hladina pufru dosahovala vysky dostacujici pro pousténi 2 gelt.
Automatickou mikropipetou (1 000 pl) byly jamky gelu promyty elektroforetickym pufrem.
Po vyjmuti z termobloku byly vzorky a proteinovy

ladder (Thermo Fisher Scientific (#266 14)) nanesen podle schématu na Obr. 8.

| | ] [ ] |

Obr. 8: Schéma vzorkti v SDS-PAGE elektroforéze.
Elektroforetickd vana byla pfikryta azapojena do zdroje, ktery byl nastaven

Proteinovy

ladder 0. m/m

0,25 mg/ml 0,5 mg/ml 0,75 mg/ml 1 mg/ml

na 1,5 hodiny. Prvnich 30 minut elektroforéza probihala pti napéti 100 V. Poté bylo napéti
zvySeno na 150 V, pii kterych elektroforéza probihala 1 hodinu. Po ub&hnuti této doby, byly
sklicka s gelem vyjmuty z aparatury. Pomoci plastové stérky byly skla od sebe odd€lena a gel
byl sesunut do sklenéné krabicky, do které bylo pomoci sklenéné pipety (25 ml) ptevedeno
20 ml fixacniho roztoku. Krabicka s gelem byla uzaviena a pfemisténa na horizontdlni
ttepacku, kde se gel promyval 30 minut. Nasledné byl promyt v dH>O dvakrat po 10 minutéach.
Nakonec byl promyvan v barvicim roztoku po dobu jednoho vikendu. Poté byl barvici roztok

op¢t nahrazen dH2O, ve které byl nasledné uchovavan.
4.3 Pomiicky a chemikailie pro pfipravu a promyvani funkénich
povrchu

Pro ptipravu funkénich antimikrobidlnich povrchill s lysozymem byly pouZity roztoky
lysozymu o riznych koncentracich (viz. kapitola 4.1), deionizovana voda (dH2O), ethanol
a isopropanol. Pro promyvani povrchll byla pouzita dH>O a 1x PBS.

Dale byla pouZita hlinikova folie, hlinikova folie pokryta vrstvou nylonu 6.6 (200 nm),
hlinikova fo6lie pokrytd vrstvou nylonu 6.6 (200 nm) piipravend za zvySené teploty,
mikropipety (2,5 pl, 20 ul), Spicky k mikropipetdm o riznych velikostech, nlizky, pinzeta

a digestof. K promyvani pfipravenych povrchli byly pouZity krystalizaéni desticky pro metodu
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visici  kapky (Greiner bio-one, ref: 662150, 24 well), mikropipeta o objemu 1 000 pl,
horizontalni tfepacka a stopky.

Meéteni vzorki bylo provadéno pomoci FTIR spektroskopu (BrukerTensor II).

4.4 Priprava povrchu s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii

Nuzky byly omyty ethanolem alehce otfeny ubrouskem. Poté bylo nastiihano
9 ¢tverecku hlinikové folie o délce strany priblizné 1 cm az 1,5 cm. Na papir byla nakreslena
tabulka, podle které byly roztfidény jednotlivé ¢tverecky hlinikové folie. Na kazdy ctvereek
bylo pipetovano mnozstvi roztoku lysozymu podle schématu na Obr. 9. Na ¢tverecek slouzici
jako slepy vzorek bylo pipetovano 15 pl dH2O. Prvni ¢tyii vzorky byly ponechény v digestoii,
a to po dobu 4 hodin a dalsi ¢tyfi byly ponechany v digestoii 18 hodin.

4 hodiny |

2 ul 5 ul 10 pl 15 pl slepy vzorek
18 hodin |

2 ul 5 ul 10 pl 15 pl

Obr. 9: Schéma piipravy povrchu s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii.

4.5 Priprava povrchu s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii
s vrstvou nylonu 6.6
Pokryvani hlinikové folie vrstvou nylonu 6.6, jehoz tloustka ¢inila 200 nm, bylo

provedeno MSc. Sanjayem Kumarem bez ptispéni autorky bakalaiské prace. Schéma povrchu

je zobrazeno na Obr. 10.

Nylonovy film (200 nm)

Hlinikova fdlie

Obr. 10: Schéma hlinikového povrchu
s nylonovou (6.6) vrstvou.
Pro kazdou koncentraci vzorku lysozymu byly pfipraveny 3 ctvereCky povrchu.
Byly pfipraveny tfi dal$i vzorky povrchu, ato pro slepy vzorek, ktery tvotila pouze dH>O.
Na kazdy vzorek povrchu bylo napipetovano 15 pl ptislusného vzorku lysozymu. Pipetovani
bylo provedeno podle schématu zobrazeném na Obr. 11. Bylo tedy pfipraveno celkem

12 vzorkl povrchu lysozymu, které byly ponechdny v digestofi po dobu 2 hodin.
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0,1 mg/ml

15 pl slepy vzorek

15 pl slepy vzorek

15 ul 15 pl
0,5 mg/ml

15 ul 15 ul
1 mg/ml

15 pl slepy vzorek

Obr. 11: Schéma piipravy povrchu slysozymem imobilizovanym

15 ul 15 ul

na hlinikové f6lii pokryté nylonovou (6.6) vrstvou.

4.6 Priprava promyvani povrchu slysozymem imobilizovanym

na hlinikové folii s vrstvou nylonu 6.6

MSc. Sanjayem Kumarem bylo pfipraveno 48 vzorkli hlinikové folie s vrstvou
nylonu 6.6, na kterou byl napipetovan roztok lysozymu o jednotné koncentraci 0,1 mg/ml
ajednotném objemu 15 pl. OvSem byly pfipraveny rozdilné casy adsorpce lysozymu
na povrchu. Lysozym byl na nylon 6.6 adsorbovan po dobu 1 minuty, 10 minut, 15 minut,
30 minut, 45 minut a 1 hodiny. Pro kazdy ¢as adsorpce lysozymu byly ponechany 2 vzorky
bez roztoku lysozymu. Automatickou mikropipetou (20 pl) bylo napipetovano 15 pl roztoku
lysozymu na ptfipraveny povrch. Jako prvni byly pfipraveny vzorky pro dobu
adsorpce 1 hodinu. Po 15 minutdch byly pfipraveny vzorky pro dobu adsorpce 45 minut.
Po nasledujicich 15 minutach byly pfichystany vzorky pro dobu adsorpce 30 minut
a po nasledujicich 15 minutach byly pfipraveny vzorky s dobou adsorpce 15 minut.
Bylo vy¢kdno 5 minut abyly pfichystany povrchy sdobou adsorpce 10 minut.
Po nasledujicich 9 minutadch byly ptfipraveny vzorky povrchu pro dobu adsorpce 1 minutu.
Celkové bylo tedy ptipraveno 6 vzorkd s lysozymem nanesenym na povrch a 2 slepé vzorky
pro kazdy adsorpéni cas. VSechny vzorky byly ponechiny v digestofi. Po ub&hnuti

adsorp¢niho ¢asu bylo pfistoupeno k promyvani pfipraveného povrchu.
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4.6.1 Promyvani povrchu s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii

s vrstvou nylonu 6.6

Jednotlivé  Ctverecky pfipraveného lysozymového povrchu byly promyty
v dH20 av 1x PBS. K promyvani byly pouzity krystalizaéni desticky pro metodu visici
kapky (Greiner bio-one, ref: 662150, 24 well). Kazdy adsorp¢ni ¢as byl promyt v Casech

I minuta, 15 minut a 45 minut pro deionizovanou vodu i pro 1x PBS. Schéma promyvani

je zobrazeno na Obr. 12.

1 2 3 4 5 6

A 1 min 1 min 1 min 1 min 45 min 45 min

1 min 15 min 45 min SV 1 min 15 min

B 10 min 10 min 10 min 10 min 45 min 45 min
1 min 15 min 45 min SV 45 min SV

c 15 min 15 min 15 min 15 min 1 hod 1 hod

1 min 15 min 45 min SV 1 min 15 min

b 30 min 30 min 30 min 30 min 1 hod 1 hod
1 min 15 min 45 min SV 45 min SV

Obr. 12: Schéma promyvani povrchu s lysozymem imobilizovanym

na hlinikové fo6lii pokryté vrstvou nylonu 6.6.

Na Obr. 12 jsou zobrazeny adsorpcni Casy (Sedd barva) a ¢asy promyvani (oranzova

barva). Zkratka SV znaci slepy vzorek pro pfislusSnou dobu adsorpce. Promyvani
v dH20 1 v 1x PBS mély stejné schéma jako je uvedeno na Obr. 12. VSechny vzorky byly
umistény do jamek krystaliza¢nich desticek, kam bylo mikropipetou (1 000 pl) napipetovano
500 pl dH20 nebo 1x PBS. Desticky byly umistény na tfepacku. Po ub¢hnuti 1 minuty byly
z tiepacky odebrany prvni promyté vzorky. Po dalSich 14 minutach byly z jamek odebrany
vzorky, které byly promyty po dobu 15 minut. Po poslednich 30 minutach byly ze tiepacky
odebrany posledni vzorky, které byly promyvéany po dobu 45 minut. Promyté vzorky byly

nasledné pouzity pro méfeni FTIR spekter.

4.7 Priprava povrchu s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii

pokryté vrstvou nylonu 6.6 pripravenym za zvySené teploty

Samotny zéklad povrchu, tedy hlinikovou f6lii pokrytou vrstvou nylonu 6.6
pfipravenou za zvysené teploty, pfipravil MSc. Sanjay Kumar bez pfispéni autorky bakalaiské
prace. Celkem bylo pfipraveno 57 vzorkli povrchu. Lysozym byl adsorbovan na povrch
po dobu 15 minut, 30 minut a 45 minut. Nasledn¢ byl povrch promyvan v dH,O po dobu

1 minuty, 2 minut, 3 minut, 4 minut a 5 minut. Pro kazdy adsorp¢ni ¢as bylo pfipraveno
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18 vzorkii povrchu lysozymu. Na kazdy vzorek povrchu bylo napipetovdno automatickou
mikropipetou (20 pl) 15 pl roztoku lysozymu (0,1 mg/ml) a vzorky byly dany do digestofe.
Ti1 vzorky povrchu byly ponechany bez roztoku lysozymu a byly pouzity jako slepé vzorky
pro nasledné méteni FTIR spekter. Pro kazdou dobu promyvani v dH>O byly vzaty 3 vzorky
od kazdého adsorp¢niho Casu.

4.7.1 Promyvani povrchu s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii

pokryté vrstvou nylonu 6.6 pripravenym za zvySené teploty

Jednotlivé vzorky urené pro promyvani byly vyndany z digestofe a pinzetou
oSetfenou ethanolem byly pfeneseny do jamek v krystaliza¢nich desti¢kach pro metodu visici
kapky (Greiner bio-one, ref: 662150, 24 well). Nasledné bylo opatrné do jamek napipetovano
automatickou mikropipetou (1 000 pl) 500 ul dH>O. Vzorky byly do desticky umistény

podle schématu  zobrazeném na Obr. 13. Desticky byly pfeneseny na tiepacku
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promyvaciho Casu.

na dobu 5 minut. Po kazdé jedné minuté byly triplety vzorkli vyndany podle svého uréeného

1 1 2 3 4 5 6
A 15 min 30 min 45 min 60 min 15 min 30 min
5 min 5 min 5 min 5 min 4 min 4 min
B 15 min 30 min 45 min 60 min 15 min 30 min
5 min 5 min 5 min 5 min 4 min 4 min
c 15 min 30 min 45 min 60 min 15 min 30 min
5 min 5 min 5 min 5 min 4 min 4 min
D 45 min 45 min 45 min 60 min 60 min 60 min
4 min 4 min 4 min 4 min 4 min 4 min
2 1 2 3 4 5 6
A 15 min 30 min 45 min 60 min 15 min 30 min
3 min 3 min 3 min 3 min 2 min 2 min
B 15 min 30 min 45 min 60 min 15 min 30 min
3 min 3 min 3 min 3 min 2 min 2 min
c 15 min 30 min 45 min 60 min 15 min 30 min
3 min 3 min 3 min 3 min 2 min 2 min
D 45 min 45 min 45 min 60 min 60 min 60 min
2 min 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min
3 1 2 3 4 5 6
A 15 min 30 min 45 min 60 min
1 min 1 min 1 min 1 min
B 15 min 30 min 45 min 60 min
1 min 1 min 1 min 1 min
15 min 30 min 45 min 60 min
¢ 1 min 1 min 1 min 1 min
D

Obr. 13: Schéma promyvani povrchu s lysozymem imobilizovanym
na hlinikové f6lii pokryté vrstvou nylonu 6.6 pfipravenym za zvySené

teploty.

Po vyjmuti promytych vzorkl povrchii bylo pfistoupeno k méteni FTIR spekter.

4.8 Méreni vzorkii na FTIR spektroskopu

Pro vSechny povrchy probihalo méfeni stejnym zpisobem. Byl zapnut
FTIR spektroskop (Bruker Tensor II), vedle které¢ho byl zapnut program OPUS. V ném byl
zvolen rozsah méfeni 4 000 cm™ — 370 cm™'. Pfed samotnym méfenim, a také mezi méfenimi
jednotlivych vzorkd, byl méfici prostor vyc€istén isopropanolem a byl zméten signal pozadi.

Vzorky byly do méficiho prostoru pienaSeny pomoci pinzety, ktera byla predem oSetfena

1sopropanolem. Vzorek povrchu byl do méficiho prostoru vzdy vloZen, tak aby strana,
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na které byla nanesena vrstva nylonu 6.6 s lysozymem nebo bez n¢j, sméfovala smérem
k ATR-krystalu. Jako prvni byly zméteny slepé vzorky a néasledné bylo ptistoupeno k méteni
vzorkl povrchu. Vzorky, které prosly promyvanim byly méteny od nejkratSi doby promyvani
po nejdelsi dobu promyvani povrchu. Ziskané signaly byly zpracovany v programu Origin

ve vysledna FTIR spektra.
5 Vysledky

V této ¢asti bakalarské prace jsou zvetejnény vysledky provedenych experimenta.

5.1 SDS-PAGE elektroforéza lysozymu

SDS-PAGE elektroforéza byla provedena se vzorkem praskového lysozymu ziskaného
z kuteciho vaje¢ného bilku. Roztoky tohoto lysozymu byly pouzity v koncentracich 1 mg/ml,
0,75 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml a 0,1 mg/ml. Finalni gel z SDS-APGE elektroforézy

je zobrazen na Obr. 14.
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Obr. 14: SDS-PAGE gel (15 %) lysozymu.

Na levé stran¢ na Obr. 14 se nachazi proteinovy marker. Pozice vzorki lysozymu jsou
uvedeny na Obr. 8. Ke standardim proteinového markeru byly pfifazeny ptisluSné velikosti
v jednotkach kDa. Z SDS-PAGE gelu je vidét, ze Ilysozym ma takovou velikost,
jaka je od n¢j ocekavana, a to ptiblizné 14,3 kDa. Z gelu je také patrno, ze Cistota lysozymu

je velmi vysoka.
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5.2 Povrch s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii

Vzorky pfipraveného povrchu s lysozymem byly zméfeny pomoci FTIR spektroskopie.

Vysledné FTIR spektrum je zobrazeno na Obr. 15.

. Amide |
Amide Il ,

A |

15 pl_Morning
15 pl_Overnight
10 pl_Morning
10 pl_Overnight
—— 5 pl_Morning
——— 5 pl_Overnight

A /A | —— Al foil

Absorbance

| L L L 1 s 1 L 1

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Wavenumber [cm™]

Obr. 15: FTIR spektrum povrchu s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii.

Vysledky uvedené ve spektru na Obr. 15 neobsahuji data zméfeni objemu
napipetovan¢ho lysozymu 2 pl, protoze se jednalo o signaly, které byly v tomto méfitku

velmi malo viditelné. Proto byly zobrazeny az v detailni ¢asti spektra na Obr. 16,

kde jsou amidové pasy 1épe patrné.
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0.20 | — Al foil
—— 2 pl_Overnight
0.18 - Amidel — 2 1 Morning
[ ~——— 5 pl_Overnight
0.16 |- ~——— 5§ pl_Morning
[ Amide I ——— 10 pl_Overnight
0.14 ~———10 pl_Morning
—— 15 pl_Overnight
0.12 ———15 pl_Morning

Absorbance
(=]
—
o

0.04

0.02

0.00 . s : s
1400 1500 1600 1700 1800

Wavenumber [cm™]
Obr. 16: Detail FTIR spektra povrchu s lysozymem imobilizovanym na hlinikové

folii.

5.3 Povrch s lysozymem imobilizovanym na hlinikové f6lii s vrstvou

nylonu 6.6

V dal§im experimentu byl pfipraven povrch slysozymem, ktery byl téZ tvofen
hlinikovou f6lii, ov§em v tomto ptipad¢€, pokrytou nylonovou (6.6) vrstvou. Vysledky ziskané

métenim na FTIR spektroskopu jsou zobrazeny na Obr. 17.
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Amide |
A

Amide Il

— 0.5 mg/ml

Absorbance

N —— 0.1 mg/ml
NH C=0

— Al foil

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Wavenumber [cm™]

Obr. 17: FTIR spektrum povrchu s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii

s vrstvou nylonu (6.6).

cvwvr

Dulezitym faktem ziskanym timto experimentem je nejnizSi detekovatelna
koncentrace lysozymu na povrchu, které bylo dosazeno, a to je koncentrace 0,1 mg/ml.

Po ziskani téchto vysledki byl tento experiment zopakovan, ale pouze pro koncentraci
lysozymu 0,1 mg/ml. Vzorky byly po napipetovani roztoku lysozymu ponechany v digestoti
po ruzn¢ dlouhou dobu a nasledné byly promyty také po rizné dlouhou dobu. Promyvani
probihalo v deionizované vodé¢ a v 1x PBS. Nasledné bylo pfistoupeno k méfeni vzorku
pomoci FTIR spektroskopie. Bohuzel vtomto piipadé nebyly ziskdny zadné signaly

pfitomnosti lysozymu na povrchu, protoZe promyvanim doslo k odstranéni i nylonové vrstvy.
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5.4 Povrch slysozymem imobilizovanym na hlinikové folii pokryté

vrstvou nylonu 6.6 pripravenym za zvySené teploty

Byly pfipraveny vzorky povrchii s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii
pokryté vrstvou nylonu 6.6 pfipravené za zvySené teploty v adsorp¢nich casech 15 minut,
30 minut a 45 minut. Vzorky byly nasledn¢ promyvany v dH20 po dobu 1 minuty, 2 minut,
3 minut, 4 minut a5 minut. Na FTIR spektroskopu (Bruker Tensor II) byla zmétena
FTIR spektra vzorkli bez promyvani a s promyvanim. V uvedenych spektrech je v popisku
pouzita zkratka ads, kterd zastupuje anglické slovo adsorption, tedy adsorpce. To znaci dobu,
po kterou se lysozym nanylon 6.6 adsorboval. Nasledné¢ byla vzata absorbance
nejintenzivnéj$itho signalu Amidu I naznacujiciho piitomnost adsorbovaného lysozymu
na vrstvé nylonu 6.6 a tato hodnota byla polozena do zavislosti na dobé promyvani povrchu

v dH>0. FTIR spektrum pro dobu adsorpce lysozymu 15 minut je zobrazeno na Obr. 18(a).

c=0 —— 15 min. adsorption
0.07 —— 15 min. ads_wash 1 min.
—— 15 min. ads_wash 2 min.
— 15 min. ads_wash 3 min.
—— 15 min. ads_wash 4 min.
0.06 15 min. ads_wash 5 min
NH
o 905 -
(8) N-H
% CH,
.Q 0-04 [
=
o
2 0.03
< 5
0.02
0.01
0.00 : 1 . 1 . M 1 : 1

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Wavenumber [cm™]

Obr. 18(a): FTIR spektrum povrchu s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii
pokryté vrstvou nylonu 6.6 pfipravovanym za zvySené teploty, na némz byl lysozym

adsorbovan po dobu 15 minut a nasledné byl promyvan v dH>O v raznych ¢asech.
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Zavislost absorbance nejintenzivnéjsiho piku Amidu I na dobé promyvani v dH.O

pro dobu adsorpce lysozymu 15 minut je zobrazena na Obr. 18(b).

0.08

—u=— 15 min. adsorption

0.07 o

0.06

0.05

- [
0.04 | \
0.03 | B I ——

0.02

Absorbance

Washing Time [min.]

Obr. 18(b): Zavislost absorbance Amidul lysozymu na dobé promyvani povrchu

v dH20 pro adsorpéni dobu lysozymu 15 minut.
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FTIR spektrum

na Obr. 19(a).

pro dobu adsorpce lysozymu

na povrchu 30 minut je zobrazeno

—— 30 min. adsorption
0.07 —— 30 min. ads_wash 1 min.
—— 30 min. ads_wash 2 min.
=0 —— 30 min. ads_wash 3 min.
——— 30 min. ads_wash 4 min.
0.06 | —— 30 min. ads_wash 5 min.
0.05
o
o
S
8 0.04
[
o
2 0.03
< .
0.02
0.01
0.00 : : : : : -
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Wavenumber [cm™]

Obr. 19(a): FTIR spektrum povrchu s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii
pokryté vrstvou nylonu 6.6 pfipravovanym za zvysSené teploty, na némz byl lysozym

adsorbovan po dobu 30 minut a nasledné byl promyvéan v dH>O v rtiznych casech.

Zavislost absorbance nejintenzivnéjSiho piku Amidu I lysozymu na dobé promyvani

v dH20 pro dobu adsorpce lysozymu 30 minut je zobrazeno na Obr. 19(b).
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Obr. 19(b): Zavislost absorbance Amidul lysozymu na dobé promyvani povrchu
v dH20 pro adsorpéni dobu lysozymu 30 minut.

FTIR spektrum pro dobu adsorpce lysozymu 45 minut je zobrazeno na Obr. 20(a).
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0.07 |- —— 45 min. ads_wash 1 min.
——45 min. ads_wash 2 min.
c=0 —— 45 min. ads_wash 3 min.
——45 min. ads_wash 4 min.
006 — —— 45 min. ads_wash 5 min.
NH
0.05 -
Q
O
c O-H
© N-H
8 0.04
—
(o
0
L2 0.03
<
0.02
0.01
0.00 ) 1 L 1 | ! 1

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Wavenumber [cm™]

Obr. 20(a): FTIR spektrum povrchu s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii
pokryté vrstvou nylonu 6.6 pfipravenym za zvySené teploty, na némz byl lysozym

adsorbovan po dobu 45 minut a nasledné byl promyvan v dH>O v rtiznych ¢asech.

Zavislost absorbance nejintenzivnéjSiho piku Amidu I lysozymu na dobé promyvani

v dH20 pro dobu adsorpce lysozymu 45 minut je zobrazena na Obr. 20(b).
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Obr. 20(b): Zavislost absorbance Amidu I lysozymu na dobé promyvani povrchu

v dH>O pro adsorp¢ni dobu lysozymu 45 minut.
Nésledné byly data ze zévislosti na Obr. 18(b), Obr. 19(b) a na Obr. 20(b) vloZeny

do jednoho grafu, pro porovnani priitbé¢hu promyvani v dH>O pro jednotlivé adsorpcni Casy

lysozymu na povrchu. Tato zavislost je zobrazena na Obr. 21.
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Obr. 21: Shrnuti zavislosti absorbance Amidul na dobé promyvani

v dH20 pro rizné ¢asy adsorpce lysozymu.

6 Diskuze

Pred ptipravou funkéniho povrchu bylo provedeno ovéfovani cCistoty lysozymu,
ktery byl pro pfipravy povrchu pouzivan. Na SDS-PAGE gelu zobrazeného na Obr. 14
je vidét, ze lysozym mél vysokou miru Cistoty.

Pii piipravé funkénich antimikrobialnich povrchi s lysozymem byla méfenim
na FTIR spektroskopu ziskana IR spektra. Na ziskanych spektrech (Obr. 15, Obr. 16, Obr. 17)
byly nalezeny dva hlavni amidové pasy, které ziejmé naznacuji pfitomnost lysozymu
na povrchu [44]. Amidovy pas I byl nalezen v blizkosti vlno¢tu 1 650 cm™. Tento signal byl
pfifazen natahovacim vibracim peptidovych vazeb (C=0) v amidovych skupinich
adsorbovaného lysozymu [52]. Signdl Amidu II byl nalezen v oblasti vinoétu 1 520 cm™'. Ten
byl ptitazen vibracim pti ohybech N — H vazby [46], [48]. To znamen4, Ze tyto dva signaly
mohou indikovat pfitomnost sekundarnich struktur a-helixt a B-listi molekul lysozymu, které
jsou dény hlavné Amidem I [36], [46]. V pfipad¢ spekter na Obr. 18(a), na Obr. 19(a)
ana Obr. 20(a) byl pas Amidul detekovan v oblasti vlnodtu 1 662 cm™ a pas Amidu II

v oblasti vlno¢tu 1 551 cm™!. Tento posun je ziejmé zptisoben piipravou povrchu za zvysené
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teploty [53]. V téchto piipadech byly také detekovany tfi amidové pasy nylonu 6.6. Amid I
nylonu 6.6 se obvykle nachazi v oblasti vino¢tu 1 600 cm™ — 1 700 cm™ a naleZi natahovacim
vibracim peptidovych vazeb C = 0. Amid II se nachazi v oblasti
vlnoétu 1 500 cm™ — 1 600 cm™ a je dan ohybovymi vibracemi N — H vazeb a natahovacimi
vibracemi C = N vazeb. Amid III se nachazi v oblasti vlnoctu 1 200 cm™ — 1 300 cm™! [54],
[55]. Déle se ukazuje Siroky pik v oblasti vino&tu 3 300 cm™ —3 500 cm™, ktery je dan
roztahovacimi vibracemi N —H vazeb a O — H vazeb [54]. Nakonec signaly, které byly
nalezeny v oblasti vInoétu 2 800 cm™ —3 000 cm™ ziejm& naleZi vibracim uhlikového
fetézce [55].

Byl pfipraven povrch s lysozymem na hlinikové f6lii pokryté vrstvou nylonu 6.6.
Pfitomto experimentu byla zjiStetna nejniz8i detekovanid koncentrace lysozymu,
ktera ¢inila 0,1 mg/ml. Ta byla tedy zvolena pro dalsi testovani povrchii. Pii testovani tohoto
povrchu promyvanim v dH>O av 1x PBS byly ziskané signaly porovnavany se signalem
hlinikové folie a se signalem hlinikové folie pokryté vrstvou nylonu 6.6. Z tohoto porovnani
bylo patrno, Ze promyvané vzorky v obou prostiedich (dH20, 1x PBS) byly zcela zbaveny
nylonového povrchu, atim ilysozymu adsorbovaném na povrchu. Z tohoto divodu byla
promyslena modifikace nylonu 6.6, kterd by vedla k vétsi stabilit¢ vazby nylonu 6.6
na hlinikovou folii.

Byla zvolena pfiprava povrchu na zaklad€ naprasovani nylonu 6.6 na hlinikovou folii
za zvySené teploty. ZvySenou stabilitu nylonu 6.6 po této modifikaci povrchu potvrdil
experiment, pii kterém byl povrch testovan bez i s jeho promyvanim v dH>O. Byly testovany
doby adsorpce lysozymu na povrch, a to 15 minut, 30 minut a 45 minut. Vzorky povrchu byly
testovany, jak bez promyvani, tak s promyvanim v dH>O. Z FTIR spekter na Obr. 18(a),
na Obr. 19(a) a na Obr. 20(a) bylo usouzeno, Ze 1 po nejkratsi dobe adsorpce lysozymu doslo
k jeho imobilizaci na vrstvu nylonu 6.6, protoze byly detekovany charakteristické amidové
pasy. Z grafi na Obr. 18(b), na Obr. 19(b) ana Obr. 20(b) bylo usouzeno, Zze na vrstvé
nylonu 6.6 doslo k chemisorpci monovrstvy lysozymu. Nasledné byly dalsi vrstvy lysozymu
na tuto monovrstvu adsorbovany fyzisorpei [56]. Postupnym promyvanim povrchu v dH,O
ziejmée dochézelo k odstranovani jednotlivych vrstev lysozymu, které byly na povrchu drzeny
pouze nevazebnymi interakcemi jako jsou napt. van der Waalsovy sily [56]. Z grafu na
Obr. 21 je vidét, ze ptiblizn€ u druhé az teti minuty promyvéani v dH>O zlistavd zachovana
urcita absorbance Amidu I, ktera se s ¢asem dale nijak zna¢n¢€ neméni. Proto je predpokladano,
Ze napovrchu s nylonem 6.6 zlstala monovrstva lysozymu, kterd je zde drzena pomoci

kovalentnich vazeb k vrstvé nylonu 6.6 [56]. Je pravdépodobné, Ze po navazani monovrstvy
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lysozymu na nylon 6.6 je tato vrstva stabilné¢ ukotvend na povrchu ajejim promyvanim
v dH>0 se ziejmé vazby k nylonu 6.6 neoslabuji. U paté minuty promyvani je na Obr. 21
vidét, Ze se absorbance jednotlivych adsorp¢nich ¢asti témét vyrovnaly. Tyto vysledky
naznacuji, ze doba adsorpce lysozymu neovliviiuje miru adsorpce lysozymu na povrchu
s nylonem 6.6.

Pii porovnani spektra povrchu tvofené¢ho hlinikovou f6lii s vrstvou nylonu 6.6
a spektra povrchu tvofeného hlinikovou folii s vrstvou nylonu 6.6 piipraveného za zvysené
teploty je pravdépodobné, Ze zvysSena teplota zptisobila zménu konformace nylonu 6.6 [53].
Diky tomu se nylon 6.6 silngji navéazal na hlinikovou folii, kde zlstal ukotven i po promyvani
povrchu v dH>O. Tato zména konformace mohla s uritou pravdépodobnosti ovlivnit i silu
chemisorpce lysozymu na nylon 6.6. ZvySeni miry adsorpce mohly, kromé kovalentnich
vazeb, podpofit i napf. vodikové miistky nebo dal§i nevazebné interakce mezi amidovymi
skupinami vrstvy nylonu 6.6 a aminovymi nebo karboxylovymi skupinami monovrstvy
lysozymu, coz miize pravdépodobné dokazovat Siroky pik v oblasti 3 300 cm™ —3 500 cm™,
ktery nalezi O — H vazbam a N — H vazbam [54]. Je mozné ptfedpokladat, Ze tyto zminéné
faktory (nevazebné interakce a teplota) ovliviiuji 1 samotny tvar a pozici Amidu I ve spektru,
protoze po pouziti zvySené teploty k pfipravé povrchu s vrstvou nylonu 6.6 doslo,
k jiz zminénému posunu oblasti vino¢tu pro Amid I a Amid II lysozymu [46], [53].

Pro dalsi testovani adsorpce lysozymu na nylon 6.6 by bylo zapotiebi zjistit zavislost
absorbance Amidu I na delSich ¢asech promyvani v dH>O.
7 Zavér

Cile bakalatské prace byly splnény. Byl pfipraven funkéni povreh, jehoz zaklad tvotila
hlinikova félie pokryta vrstvou nylonu 6.6 ptipraveného za zvysené teploty. Na tento polymer
byl adsorbovan lysozym o koncentraci 0,1 mg/ml, jehoZ ptitomnost byla potvrzena na zéklad¢
FTIR spektroskopie. Imobilizace lysozymu byla testovana na zakladé¢ promyvani povrchu
pomoci piedev§im dH,O. Stabilita lysozymu na povrchu byla testovana téZ za pomoci
FTIR spektroskopie. Zavérem je tieba konstatovat, ze lysozym byl pravdépodobné na vrstvu
nylonu 6.6 navazan pomoci chemisorpce a imobilizace jeho monovrstvy nanylon 6.6

je nezévisla na dobé adsorpce lysozymu. Adsorpce lysozymu na nylon 6.6 by méla byt dale

testovana v zavislosti na delSich ¢asech promyvani povrchu v dH>O.
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9 Seznam zkratek a symboli

Tab. oo tabulka

ODBL. o obrazek

hLYS oo lysozym lidského typu

HEWL .o lysozym bilku slepiciho vejce

GEWL ..o lysozym z bilku vejce husy Embdenské

PL o izoelektricky bod

E. coli coviiiiiiiiiiiiiicice bakterie Escherichia coli

PG oo peptidoglykan

NAM N-acetylmuramové kyselina

NAG i N-acetylglukosamin

CI-NAM ... uhlik ¢. I N-acetylmuramové kyseliny
C4-NAG ..o, uhlik ¢. 4 N-acetylglukosaminu

ASPS2 o kyselina asparagova na pozici 52

Glu35 kyselina glutamova na pozici 35

CYS i cystein

SDS o sodium dodecylsulfat

PAGE ..., polyakrylamidova gelova elektroforéza

dH20 o deionizovand voda

APS ammonium persulfat

TEMED ....ccoocovviiiiiiin, tetramethylethylendiamin

IR o, infracervena oblast elektromagnetického zateni
FTIR .o, infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
ATR oo Attenuated Total Reflection (Tlumeny totalni odraz)
IRE ..o, vnitini reflexni prvek

QAC .o, kvartérni amoniové slou€eniny

AMP .o, antimikrobialni peptidy

AdS i adsorpce (angl. adsorption)
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