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Anotace

Bakalatska prace je zaméfena na pfipravu antimikrobialniho funkéniho povrchu
pomoci imobilizace modelového enzymu lysozymu, ktery vykazuje antimikrobialni aktivitu.
Byla ovéfena Cistota  pouzitého lysozymu pomoci  biochemické  metody
SDS-PAGE elektroforézy. Byla testovana imobilizace lysozymu na rtuznych typech povrchu,
jejichz podkladem byla hlinikova folie, popfipadé hlinikova folie potazena tenkou vrstvou
nylonu 6.6. Po detekci pfitomnosti lysozymu na téchto materialech byl studovany povrch
promyvan predevs§im v deionizované vod¢, popiipade v 1x PBS. Byla pozorovana schopnost
imobilizovat lysozym v zavislosti na dobé& adsorpce lysozymu na povrchu a na délce
promyvani studovaného 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 vuéi, dnes
jizbézné pouzivanym, antibiotikim. Takovym piikladem muze byt rezistence bakterie
Staphylococcus aureus, kterd je jiz odolna proti vétsin€ zbéznych antibiotik, jako
je napf. vankomycin [1]. Z tohoto divodu se velké mnozstvi studii zaméfuje na nahrazeni
dnesnich antibiotik jinymi latkami o nejlépe stejné efektivité a ucinku proti bakteriim. Jistou
nade€ji mohou byt antimikrobialni enzymy, u kterych se hled4 nové vyuziti ve zdravotnictvi.
Pro prevenci vici infekcim je zatim provadéna rozsahla dezinfekce povrchi, dezinfekce rukou
nebo pouzivani preventivnich ochrannych prostiedki. Proto by koncept antibakterialnich
a antimikrobialnich funkénich povrchii Castecné napomohl k prevenci prenaseni infekci
zpovrchl, kde se dany mikrob muze udrzet po dlouhou dobu, napf. bylo zjisténo,
7ze 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 vytvoreni povrchu, jenz by sam ze své podstaty byl odolny vici bakteriim,
viram a jinym mikrobim. Pro ucely této bakalaiské prace byl pro pfipravu funkéniho povrchu

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

Cilem této bakalarské prace bylo:
1. Oveéfeni Cistoty lysozymu pomoci SDS-PAGE elektroforézy.
2. Priprava funk¢nich povrchu s lysozymem.

3. Testovani pfipravenych povrchi 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 predevsim u zZivocichu.
Jde o enzym s antimikrobidlnimi ¢i antibakterialnimi vlastnostmi [3], [4], [S]. Byl objeven
Alexandrem Flemingem ve 20. letech 20. stoleti, kdyz jeho hlen z nachlazeni zlikvidoval
kultivacni 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 pfi vniknuti bakterii do organismu. Napada bunécénou

sténu bakterii, kterd je na prvnim misté tvorena peptidoglykanem, a hydrolyzou prerusuje



B-1,4-D-glykosidovou vazbu mezi N-acetylmuramovou kyselinou a N-acetylglykosaminem.
Z tohoto duvodu je také n€kdy nazyvan muramidazou, 1,4-B-N-acetylmuramidazou nebo
hydrolazou kyseliny N-acetylmuramové [3], [4], [5], [7].

3.1.1 Zdroje a typy lysozymu

Lysozym je velmi rozsifeny protein, ktery se vyskytuje predevsim v télech zZivocicht.
Ovsem vyzkumy poslednich let prokazaly, Ze se tento protein mize v malém mnozstvi
vyskytovat 1 v nékterych rostlinach, houbach, mikrobech nebo virech [4], [5], [10], [11].
Je pfitomen nejen v lidskych orgéanech, tkanich a sekretech, jako jsou sliny, slzy a hlen,
ale obsahuje ho i mléko nebo vajecné bilky [4], [S], [7], [10], [12]. NejcCastéji se lysozym
ziskava pravé ze slepicich vajecnych bilka [10]. Jednim z diivoda je snadna dostupnost vajec
v potfebném mnozstvi, a druhym divodem je, ze lysozym tvoii piiblizné 3,5 % celkovych
bilkovin obsazenych ve slepi¢im vejci. Diky jeho vysokému obsahu jsme schopni
ho z vaje¢ného bilku snadno purifikovat v relativn€ vysoké cistoté [4], [12].

V ramci vyzkuma bylo zjisténo, ze existuji druhy lysozymu, které se od sebe navzajem
lisi  predevSim  aminokyselinovymi  sekvencemi asvou enzymovou  Cinnosti.
Ovsem antimikrobialni vlastnosti, jez jsou dusledkem S§tépeni B-1,4-D-glykosidické vazby
peptidoglykanu, maji vSechny typy lysozymu spolecné [13]. Prvnim typem enzymu
muramidazy je lysozym typu ¢, jemuz se také fika typ kufeci ¢i konvencni [11], [12], [13].
Jde o lysozym, ktery je ziejmé jeden z nejrozsitenéjSich. Urcité mnozstvi tohoto lysozymu
se nachazi v télech vSech obratlovcl, a dokonce i nékterych bezobratlych zivocichi [13].
Kromé cloveka, dalSich savci nebo tfeba ptakll se muize nachazet i vtélech hmyzu
jako je napt. Schistocerca gregaria neboli kobylka poustni. Vjejim pfipadé, stejné
jako v pripadé€ Cloveéka, zastava lysozym funkci pfirozené imunity a zastavuje rust bakterii
vjejim téle [14]. Obecna chemicka struktura lysozymu typuc se sklada z pfiblizné
129 aminokyselinovych zbytka [7], [9], [11], [12], [13]. Pocet aminokyselinovych zbytkt
se muze liSit v zavislosti na puvodu lysozymu, napi. jestli pochazi zlidského, kufeciho
nebo jiného organismu [9]. Dulezité pro stabilitu jeho struktury jsou Ctyfi disulfidické
mastky [7], [9], [11], [12], [15]. Molekulova hmotnost struktury se pohybuje
okolo 14 kDa [9], [11].

Patfi sem nejcastéji lidsky lysozym, ktery byva znacCeny zkratkou hLys, nebo kuteci
¢i slepici lysozym, jenz se ziskava z vajecnych bilkd. Ten je pak oznacovan zkratkou HEWL.
Z hlediska antimikrobidlni aktivity, bylo zjisténo, ze lidsky lysozym vykazuje vyssi aktivitu
nez lysozym kufeci. Struktura HEWL ma 129 aminokyselinovych zbytka a lidsky lysozym



obsahuje 130 aminokyselinovych zbytkt. Molekulova hmotnost HEWL a hLys ¢ini
priblizné 14,3 kDa [4], [9], [12], [13].

Dal§i 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 v roce 1967 [10], [16]. Podle mista objevu
se nékdy tento lysozym znaci zkratkou GEWL. Jeho vyskyt byl nejprve studovan predevsim
u ptactva, ale pozd¢€ji byl nalezen v malém mnozstvi 1 u nékterych ryb abezobratlych
organismu [12], [13], [17].

Posledni zminénou skupinou jsou lysozymy typui. Tento typ se také nazyva typ
bezobratlych. Jeho pfitomnost byla pfedpovézena jiz pii objeveni ostatnich typa lysozymu,
ovSem jeho primarni aminokyselinovy fetézec byl stanoven az v roce 1999. Jeho fetézec
byl zjistén v jednom z druhti motskych mlza, a to u Zapes japonica [10], [11], [13], [18].

Z hlediska vyskytu jednotlivych typi lze fici, ze c-typ a g-typ jsou dominantné
zastoupeny Vv Iisi obratlovcd, zatimco i-typ se nachazi pouze v télech bezobratlych
organismu [12], [13]. U kazdého druhu obratlovct je dominantné zastoupen jeden z téchto
typt, tedy c-typ nebo g-typ. OvSem i 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 c
a typu g maji vysoké hodnoty pl, zatimco lysozym typu i mé naprosto rozdilné hodnoty pl.
To je pravdépodobné zapfiicinéno trochu jinymi vyznamy lysozymu v télech bezobratlych
organismu jako je napiiklad Gcast na travicim procesu [11], [13]. Kromé antibakterialni funkce
a funkce travictho enzymu pomahaji lysozymy pfiirozmnozovani nebo jako podpora
bunééného rastu a stability bunéénych membran [19]. Zaroveri podporuje schopnost
fagocytozy u leukocyti a makrofag [20]. Z porovnani molarnich velikosti jednotlivych typa
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. T[11], [13].



Tab. I: Typy lysozyma podle piiblizné hmotnosti [12].

Ptiblizny pocet
‘ ‘ Molekularni hmotnost
Typ lysozymu aminokyselinovych
) [kDa]
zbytkl
c-typ 129 11-15
g-typ 185 20-22
i-typ 123 11-15

3.1.2 Utinek lysozymu

Lysozym vykazuje pfirozenou antimikrobialni aktivitu v0c¢i grampozitivnim
bakteriim. Obecné se katalyticka aktivita muramiddzy 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 1 nékteré druhy gramnegativnich bakterii
jako je naptiklad E. coli [10], [12], [16], [18]. Peptidoglykanova membrana gramnegativnich
bakterii ma, narozdil od grampozitivnich bakterii, velmi tenkou a kfehkou strukturu.
Ta je navic pokryta silnou vnéj§i membranou, ktera je tvorena prevazné fosfolipidy,
ale obsahuje 1 slozky lipoproteint ¢i lipopolysacharida [10], [12], [18]. I pfes silnou vnéjsi
membranu gramnegativnich bakterii bylo zji§téno, Ze lysozym je schopen vykazovat
antibakterialni aktivitu, ktera je neenzymatického charakteru. Takovy zpusob napadeni
se nazyva nekatalyticka aktivita lysozymu [10], [12], [16], [18].

Bakterialni bunécnd sténa grampozitivnich bakterii je tvofena mureinovymi
neboli peptidoglykanovymi (PG)  vrstvami,  ve kterych ~ se  stfidaji ~ 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 casti své polypeptidové
struktury (viz. Obr. 1), kterd je nazyvana jako tzv. aktivni misto enzymu [10], [11], [18].
Tato ¢ast enzymu je  tvofena  kyselinou  asparagovou (Asp52)  akyselinou

glutamovou (Glu35) [11], [12]. Lysozym ztraci 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].

Pfiblizenim lysozymu k peptidoglykanu dojde kiniciaci reakce enzym-substrat
kyselinou glutamovou, ktera v tomto pfipad€ vystupuje jako donor protont. 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 bakterialni sténa se rozpada,
dochazi klyze anésledné bunééné smrti bakterie. Mechanismus enzymatické hydrolyzy

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

Lysozym je schopen pusobit antibakterialné, i kdyz nehydrolyzuje peptidoglykanovou
bakterialni sténu. Tento efekt je zplsoben strukturnimi vlastnostmi lysozymu
jako je jeho kationtovy, lipofilni a hydrofobni charakter [10], [11], [15], [16]. Zaroven
k tomu prispiva flexibilita jeho struktury [21]. Diky témto vlastnostem je schopen zvysit
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svou antimikrobialni aktivitu vici grampozitivnim bakteriim, ale také vici gramnegativnim
bakteriim bez enzymatické hydrolyzy peptidoglykanu [10], [11], [16]. Neenzymatické
napadeni je prozatim jedinym vysvétlenim antibakterialni aktivity lysozymu
vuci gramnegativnim bakteriim. Ten pii napadeni utvaii pory ve dvojvrstveé fosfolipida
pomoci elektrostatickych vazeb [18]. Tim dojde k narusSeni bakterialni plazmatické membrany
anasledné smrti bakterie. V mnoha studiich bylo doké&zano, ze hydrofobnost enzymu
muramidazy muze byt navySena chemickymi nebo tepelnymi Gpravami, jako je napf. tepelna
denaturace nebo suchy ohiev praskového lysozymu. Pti zvyseni hydrofobnosti je pozorovano
zvySeni antimikrobialni aktivity lysozymu [10], [11], [12], [21].

Katalytické 1 nekatalytické napadeni bakterii lysozymem je znazornéno na Obr. 3.

Obr. 3: Lysozym porusuje bunécnou sténu bakterii 2 mechanismy. VySse (fialova,
oranzova barva) se nachazi peptidoglykanova vrstva. Nize je pak zobrazena
dvojvrstva fosfolipidi (modra barva). Vlevo: Peptidoglykanova vrstva
je napadena lysozymem a dochazi tak k jejimu hydrolytickému rozkladu.
Vpravo: ve struktufe 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 prozkoumany. 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 enzymi a jinych proteina [10].
Pro své antibakterialni a antimykotické vlastnosti je Siroce pouzivan ve farmaceutickém
nebo potravinaiském prumyslu [5], [10], [11] . Pravé ve farmacii a v 1ékaf'stvi maze byt pouzit

jako preventivni latka proti riznym onemocnénim [4]. Byl zistén jeho ucinek proti ristu
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rakovinotvornych bunék zpusobujici predevsim rakovinu zaludku nebo rakovinu prsu [4],
[23]. V poslednich letech je zkouman i jeho ucinek proti HIV [23]. Jeho zvySena pfitomnost
v krevni  plazmé€ nebo vmoc¢i mize indikovat napf. monocytarni leukémii [9].
V potravinarstvi je diky jeho vlastnostem vyuzit predevs§im jako ptirodni konzervant potravin
jako jemaso nebo syry[l11], [22]. Diive byval vyuzivan jako pfisada do krmiv
pro hospodarska zvifata [5].

3.2 SDS-PAGE elektroforéza

Elektroforéza je separa¢ni metoda, kterd se vyuziva pro rozdéleni makromolekul
v elektrickém poli. Vtomto typu elektroforézy je pouzit jako nosi¢ makromolekul
polyakrylamid, skrze jehoz sit' putuji proteiny od zdporné nabité katody ke kladn€ nabité
anodé. To je zajisténo denaturaci proteinu pomoci sodium dodecylsulfatu (SDS)
a B-merkaptoethanolu, ktery se nachazi ve vzorkovacim pufru, pfidaném ke vzorku proteinu.
SDS je aniontovy detergent, ktery se vaze na Casti proteinu azpusobuje tak rozklad
jeho struktury a zajisténi stejného rozprostreni zaporného naboje v komplexu protein-SDS.
K rozlozeni struktury proteinu pfispiva i B-merkaptoethanol, diky némuz dochazi k rozkladu
disulfidickych miustkli v makromolekule. Po pfipojeni elektroforézy ke zdroji napéti,
se molekula proteinu se zdpornym nabojem presouva smérem ke kladné nabité anodé (smérem
dola) pres sit polyakrylamidu. Béhem separace dochazi k rozdéleni proteint pouze na zakladé
jejich  molekulové hmotnosti, protoze byl zaji§tén jednotny naboj molekuly.
SDS-PAGE gelova elektroforéza je pouzivana k identifikaci molekul proteini na zaklade
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 Funkd¢ni antimikrobialni povrchy

Jednim zintenzivné diskutovanych témat dne$ni doby je problém zvySuyjici
se rezistence bakterii vici bézné pouzivanym antibiotickym pfipravkim. Proto jsou hledany
jiné formy antibiotického pusobeni proti bakteriim. Takovéto plusobeni by bylo ocenéno
zvlasté v nemocnicich a jinych zdravotnickych zafizenich, kde je velka kumulace nemocnych
lidi roznasejicich rizné mikroby a bakterie. Jejich infekce mohou byt zptsobeny piilnavosti
bakterii k rozhranim kapalina-pevna latka nebo plyn-pevna latka. Jejich setrvavanim na téchto
rozhranich mohou byt pfeneseny do téla Cloveka napfi. diky zavedeni implantatu, katétru
nebo pii pouzivani dentalnich nastrojd. Jednoduchy prenos bakterii pies adhezi na rozhrani
kapalina-pevna latka muze byt dotykanise kohoutku v umyvarnach, na toaletach

nebo ve sprchovych koutech. Jinak jejich prenos pres adhezi na rozhrani plyn-pevna latka

7



muze byt dotykani se kliky u dvefi, telefonu, klavesnice, u pocCitace a dalsi bézné ukony.
Obranou proti témto formam infekce je vyroba antimikrobialnich povrchii nebo natérd,
které diky svym zakladnim vlastnostem budou bakterie odpuzovat nebo piimo zabijet.
Ovsem piiprava funkéniho povrchu je velmi naro¢na. Je potieba, aby povrch neztratil
antibakterialni vlastnosti a zaroven, aby napf. pfi vlozeni ve formé implantatu do téla
destruktivné interagoval smérem k bakteriim, ale nenapadal jiné buriky v téle [2], [28], [29].

Existuje velké mnozstvi metodologii pifipravy antibakterialnich a antimikrobialnich
povrchd. Jednim z vyznamnych zastupct jsou povrchy antiadhezivni. Ugel takovych povrehd
je zabranit pfimo pfilnuti bakterii k povrchu. Nemaji schopnost nicit bakterie. Jednim z jejich
hlavnich charakteristik je nadméra hydrofobnost nebo naopak hydrofilnost, ktera zabranuje
adsorpci bakterii. Negativni adsorpce byla prokdzana u siloxanovych a fluorosiloxanovych
hydrofobnich povrchd. Dalsim antiadhezivnim povrchem se ukazaly byt nanostrukturované
povrchy. Byl vytvoren ultrahydrofilni povrch pomoci polystyrenovych nanovlaken podrobené
upraveé kyslikovou plazmou. Tento povrch vykazoval zeta-potencial -40 mV. I diky tomu
vykazoval tento povrch snizenou vazbu bakterii E. coli, kterd byla pouzita jako model
pro posuzovani prilnavosti bakterii k povrchu [28], [30].

Dal§$im nadénym mechanismem pro vyrobu antimikrobialniho  povrchu
jejeho pokryvani  uhlikovymi  strukturami  rGznych  typt, jako je  grafen
nebo tzv. CNT (uhlikové  nanotrubicky). Tyto  povlaky  vykazovaly  aktivitu
vuci adsorbovanym bakteriim riznymi zpusoby jako je napf. oxidativni stres, inaktivace
proteintl, naruseni bakterialni membrany nebo inhibice transkripce. Tyto mechanismy muze
ovliviiovat 1 faktor jako je koncentrace uhlikové vrstvy [28].

Dal§im vyznamnym typem povrchu jsou kontaktné aktivni povrchy. Problémem
pfi pripravé takovych povrchi je inaktivace antimikrobialniho G¢inku pii imobilizaci biocidu
na povrch. Proto byly pouzity tzv. polymerové kartaCe. Jsou to polymerni vldkna kovalentné
vazana na anorganickém povrchu a jejich funkci je imobilizace biocidi. Pfi takovéto
metodologii byl zachovan antimikrobialni ucinek biocidu. Mechanismus napadeni
je v tomto piipadé zavisly na délce polymerni struktury a na hustoté naboje na pfipravovaném
povrchu. VétSinou kladn€ nabita antibakterialni molekula pfipevnéna na kartdC se natdhne
k bakterii, které prolomi bakterialni sténu tvorenou piedevsim zaporne nabitymi fosfolipidy.
Provedené experimenty ukazuji, ze ziejme hustota naboje na povrchu je vyznamnéj§im
faktorem primarné urcujicim vyslednou antibakterialni aktivitu povrchu. Probéhla imobilizace
QAC (kvartérni amoniové slouCeniny) na povrch pomoci

poly-2-(dimethylamino)ethylmethakrylatovych  fetézci. Imobilizace byla provedena
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radikalovou polymeraci na povrchu. Hustota naboje povrchu byla stanovena
na vice nez 5 x 10'° aminovych jednotek/cm?. Uké4zalo se, ze antimikrobialni aktivita zfistala
zachovana navzdory tomu, ze fetézec pouzitého polymeru je, oproti jinym polymerim
dosti kratsi, na to, aby doslo k prfepokladanému napadeni bakterie [28], [31].

Jako dalsi skupinou latek, které se snadno ukotvuji pomoci polymernich kartacu
jsou AMP (antimikrobialni peptidy). Ty jsou vhodné zejména kvili svému Sirokospektralnimu
antibakterialnimu pusobeni. To znamena, ze dokazou negativné pusobit i na bakterie,
které uz jsou vici béznym antibiotikiim rezistentni. Jako anorganicky povrch, na kterém
byla iniciovana radikalova polymerace s pfenosem atomu, byl pouzit kiemikovy podklad
potazeny titanem nebo isamotny kiemikovy substrat. Je dalezité, aby tento anorganicky
povrch nebyl potencidlné toxicky pro buiky hostitele jako tomu bylo v pfipadech pfipravy
povrchu pomoci slouCenin kovi jako jestfibro. Byl tedy vytvoiren povrch
s N-substituovanymi polyakrylamidovymi kartaci, na které byly navazany rtuzné AMP.
Jejich celkova koncentrace na povrchu sahala az khodnoté 59 ug/cm?. Experiment
na potkanech dokazal funkCnost pfipravenych povrchii v porovnani sucinkem roztoku
ur¢itétho AMP. Vysledek tohoto experimentu byl pozitivni 1 ztoho davodu, ze povrch
nenaruSoval zadné buriky v téle. Zavérem je tedy pfipravenost testovani téchto povrchi
k vyrobe télnich implantata [28], [29].

Kromé zdravotnictvi jsou antimikrobialni povrchy piinosné i napf. pro textilni
prumysl. Latky, které nejsou uméle syntetizovany, ale jsou vyrabény z pfirodnich zdroja,
jakoje napf. hedvabi, jsou velmi snadno napadnutelné bakteriemi nebo mikroby.
Proto byl minuly rok vyzkouSen koncept vyroby antibakteridlniho a antimikrobidlniho
povrchu  pfimo  nahedvabnych  textiliich. Byly zvazovany dva  pfistupy.
Prvni z nich byl chemické roubovani. Pfi této upravé hedvabi se biocid spojuje s vlakny
fibriond v hedvabi, které obsahuji serin, tyrosin nebo lysin, atvoii tak povrch odolny
vucéi mikrobum. Takové latky jsou napf. fenolické slouceniny nebo tyrozinaza. Tento zptsob
antimikrobialni modifikace hedvabi byl zavrzen kvuli naruseni jeho mikrostruktury.
Druhym, mnohem nadéjné&jSim, pfistupem je povrchova tprava hedvabi pomoci nanocastic.
Jako ekonomicky pfijatelny material 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. Napf. pro pouziti hedvabi ve zdravotnictvi
napf. jako stehd, byly tenké hedvabné nité ponofeny do porézni

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



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

Dalsi z moznych vyuziti antimikrobialnich povrchd je v potravinaiském primyslu,
kdeje dnes kladen velky diraz nanahrazovani neekologickych obald takovymi,
které jsou pro zdravi nezavadné, zaroveni dobfe rozlozitelné a popiipadé skuteéné jedlé.
Vyhodou takovych povrchii je samoziejmé i antimikrobialni a antibakterialni aktivita
pro ochranu a trvanlivost balenych potravin, které snadno podléhaji zkaze. Jedlé obaly jsou
vlastné primarni 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
dobfe konzervovat potravinu. Jiz pfed mnoha staletimi se pro konzervaci a ochranu potravin
pouzivaly predev§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 pridavaly lipidy ve formé oleje
nebo sadla. Jako pfiklad konzervace anorganickymi slouCeninami bylo napf. maso
uchovavano vsoli. V souCasné dobé sevyuziva pridavani antimikrobialnich latek,
jako je chitosin, pfimo do potravin. V takovém piipadé neni mozné vyloucit ztraty
antimikrobialnich vlastnosti latky pfijeji reakci s latkami obsazenymi piimo v potraving.
Proto sejedlé obaly uvadéji jako wvyhodn€j§i moznost ochrany proti mikrobam.
Testuji se rizné biomakromolekuly v souvislosti vyroby jedlych povrcha jako napt. pektin,
Skrob, celul6za, jiz diive zminény chitosin, kolagen ve spojeni s dalSimi proteiny
jako je keratin. Antimikrobialni vlastnost obalu mize byt podpotena pridanim nékterych silic
jako je kminova silice, skoticova silice, hfebickova silice nebo majorankova silice. V dnesni
dobé jsou proteiny na vyrobu takovych obalt shledavany jako nejlepsi feSeni nahrady
plastovych obald. NejpouzivanéjSimi proteiny pro tyto studie jsou kasein, Zelatina, zein
nebo sojovy protein. Jejich vyhodami jsou schopnosti stavby tkani nebo enzymatické aktivity,
jako muze byt napf. antimikrobialni aktivita [33], [34].

V pfipadé lysozymu byl napf. pfipravovan jeho povrch na polyvinylalkoholu,
ktery by potencialné mohl slouzit jako obal potravin, ktery byl diky lysozymu prokazatelné
aktivni vici Micrococcus lysodeikticus, ktery je vuci nému vysoce citlivy. Film lysozymu
byl vtomto pfipadé s polyvinylalkoholem pfipraven litim. Jejich promyvanim
v dH20 byl pozorovan tnik lysozymu dovody ajeho mnozstvi bylo detekovano
pomoci HPLC. Takto bylo prokazano, Zze vytvofeny film je, tim 0Cinng&si
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 zareni
funkénimi skupinami, které jsou tvoreny kovalentnimi vazbami mezi atomy. Pro detekci
malych 1 makroorganickych molekul byla pouzivéana piiblizné od zacatku 20. stoleti. Absorpci
diskrétniho zafeni prechdzi molekuly do vysSich vibra¢nich arota¢nich hladin.
K nejvyznamnéjsi absorpci IR zafeni molekulami dochazi v tzv. stfedni infracervené oblasti.
Touto oblasti je rozmezi vino¢tu piiblizné& od 4 000 — 400 cm™, popi. 4 000 cm™ — 1 000 cm™.
Zdroje se v urCovani tohoto rozmezi stfedni IR oblasti ¢asto rozchazeji. To je zfeymé dano
rozdilnymi ucely a vzorky, které jsou pomoci této metody testovany [36], [37], [38].

Pro kazdou molekulu s nelinearni strukturou a uréitym poctem atomt (N-atomi) plati,
7ze ma celkové 3N-6 vibracnich moédia [36]. Ve stfedni infracervené oblasti pozorujeme
nejsiln€jsi  zakladni vibrace vazeb v testovanych molekulach, ato vibrace wvalen¢ni
a deformacni. Valen¢ni vibrace jsou charakteristické natahovanim vazby v molekule a vibrace
deformacni neboli ohybové, se oproti tomu vyznacuji zménou vazebného uhlu
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 dipolového momentu takové vibrace. Pokud je valen¢ni 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 dipdlovy moment vibrace
neméni. Ale pokud dochéazi v molekule k asymetrické valenéni vibraci, tzn. ze se jedna vazba
zkracuje a druhd prodluzuje, a naopak, tak tato skupina je detekovatelnd pomoci
IR spektroskopie, jelikoz v takovém piipadé se béhem vibrace dipdlovy moment méni [36],
[38]. Z toho plyne, ze pro kazdou zékladni asymetrickou vibraci je dana oblast absorpce
IR zafeni, tzv. absorpcni pas [36], [39], [40].

Kazdy infracerveny absorpCni pas je charakterizovan ur¢itym vlnoctem. Pro valenc¢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)
2mc mims,

Rovnice 1 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 n; a m> jsou
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hmotnosti hmotnych bodu, které zde vystupuji jako hmotnosti atomti nebo skupin atomt
podilejicich se navazb& 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 prostiedi,
ve kterém se molekuly nachédzeji. Proto ji mohou ovlivnit nevazebné interakce
mezi molekulami jako jsou napf. vodikové mustky. Ty snizuji pevnost chemické vazby,
a tim snizuji 1 samotnou frekvenci. Posledni efekt zasahujici do hodnoty frekvence je relativni
hmotnost atomt podilejicich se na chemické vazbé. Z téchto ovliviujicich faktort vyplyva,
ze kazda funk¢ni skupina je popsana urcitym absorpnim pasem. Kazdy pas je popsan oblasti
frekvenci. Proto je mozno podle specifického pasu dohledat urcitou funkcni skupinu
v infraCerveném spektru [36]. [z davodu téchto faktord 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 infraCervené spektroskopie, které se rozsifilo piiblizné v poloviné 20. stoleti.
Je to technologie, ktera nevyzaduje nijak slozitou pfipravu vzorku. FTIR spektroskopie
zastfeSuje mnoho rozdilnych metod, které se lisi zejména ve zpusobu sméfovani IR zafeni
ze zdroje na méfeny vzorek, v podminkach méteni nebo napf. v pouziti rozdilnych detektorq,
které jsou pro méfeni pouzity. Obecné lze fici, ze FTIR spektroskopy se déli na dva druhy,
a to na jednopaprskovy a dvoupaprskovy. U jednopaprskového se setkavame s eliminaci
signala pozadi, které je tieba provést pro kazdé méfeni zvlast’, ale naopak u dvoupaprskového

je pozadi trvale eliminovano od meéteného vzorku [37], [41], [44], [45].
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Jednou ze zékladnich technik je transmisni FTIR spektroskopie. Pfi tomto méfeni
je vzorek vlozen mezi pohyblivé a fixni zrcadlo, kde jim prochazi IR zafeni pfichazejici

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

soucasti transmisniho FTIR spektroskopu [46].

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

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

|{.~?.;."h

the detector records

an interferogram

' >
S=0 g

Obr. 5: Interferogram [46].

Na Obr. 5 je zobrazena zavislost intenzity zafeni / (§) 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].
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Pii méfeni vodnych roztokd touto metodou je dilezité podotknout, Ze voda je silnym
absorbérem IR zafeni. Z toho duvodu je tfeba, aby vzdalenost fixniho a pohyblivého zrcadla
nepiesahla 10 um. Kdyby byla vzdalenost delsi, pak by mohlo dojit k absorpci veskerého
zateni 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].

R
Obr. 6: Schéma ATR-FTIR spektroskopu [50].

Podstatnou casti ATR-FTIR je tzv. vnitini reflexni prvek, zkratkou oznafovany
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 i diamant [43],
[44], [50]. Pro zméfeni kvalitniho spektra by mél byt vzorek dobfe pfipevnén, aby se béhem
meéteni vzorek spravné dotykal IRE prvku [49], [S1]. Paprsek IR zafeni je ze zdroje namifen
na IRE [43], [50]. Zde prochazi prostfedim s vys$§im indexem lomu (72;) a dopada na vzorek
pod uhlem 6, jehoz velikost presahuje hodnotu kritického uhlu. Proto dochazi k efektu, ktery
se nazyva uplny vnitini odraz. Pfi tomto odrazu vznika tzv. evanescentni (stojata) vina [43],
[44], [50]. Taprochazi opticky hustSim prostfedim, kde se odrazi na povrchu vzorku.
Pti téchto interakcich se vzorkem dochazi k jejimu ¢aste¢nému praniku do méfeného vzorku,
ktery absorbuje urCitou Cast zafeni, atim dochazi k oslabeni této viny [43], [44], [50].
IR zafeni o neabsorbovanych vlnovych délkdch odchazi zIRE prvku  smérem
do detektoru [50]. Hloubka, do které¢ vina dokéze proniknout je pfiblizn€ 0,5 — 2 pum [44].
Tento fakt je povazovan za vyhodu ATR-FTIR, ato z divodu nenaroCnosti na piipravu
meéfeného vzorku [49]. Je vyhodna predevsim pro studium roztokl proteinli nebo jinych latek,
které jsou dostupné pouze v malém mnozstvi [38], [44]. Hloubka penetrace (d,) IR zareni

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

d, = 2 )

1
27N, X ((sin 0)2— (Z—i)z)z

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

vzorku (n2), na indexu lomu IRE (7;) a na uhlu dopadu IR zateni () [44], [50].
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Pro uCely této bakalaiské prace je podstatna ATR-FTIR spektroskopie proteind.
Je dulezité, ze pro analyzu vzorku proteinu nebo jiného biologického materialu je ve vétsiné
ptipadu k méfeni pouzit roztok dané latky. V IR spektru jsou pak patrné pouze vibra¢ni mody
chemickych vazeb [46]. Jak jiz bylo feCeno, prokazdou vazbu v molekule
jsou charakteristické infraervené absorpCni pasy, podle kterych je mozno zIR spektra
definovat pfitomnost dané latky. Pro proteiny jsou charakteristické tzv. amidové pasy.
Proteiny poskytuji v IR spektru vice takovych past, ovSem nejcitliveéjsimi jsou pasy Amidu I
a Amidu II [36], [40]. To znamena, ze ve spektru poskytuji nejintenzivnéjsi piky. Priklad

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

T T T I T I | I ] I

Obr. 7: Spektra amidovych pasu [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™. Nejcast&ji se pohybuje
kolem hodnot 1 650 cm™. Tento pas je dan predevsim valenénimi (protahovacimi) vibracemi
C=0vazeb. Je zarovenl propojen s napinanim vazby C —N asohnutim N — H vazeb.
P4as Amidu Il je ve spektru umistén v rozmezi vlno&tdi 1 500 cm™ — 1600 cm™. Presngji
se vétSinou nachéazi kolem hodnoty 1 545 cm™. Tato spektralni oblast je dana valenénimi
(protahovacimi) vibracemi vazeb C —N a deforma¢nimi (ohybovymi) vibracemi
N —H vazeb [36], [44], [46], [48]. Jako dalsi je pas Amidu III. Tento pas se nachéazi v oblasti
vlno¢tu 1200 cm™ — 1 300 cm™. Uruji ho ohybové vibrace N — H vazeb, valenéni vibrace
C —Nvazeb adal§i ohybové vibrace C —H vazeb [44]. Nékteré zdroje uvadéji, ze pas
Amidu III je nepodstatny pro urovani sekundarni struktury proteinu, a pro takovouto analyzu
jsou dostacujici pasy Amidu I a Amidu II. Jiné zdroje uvadéji, ze Amid III by mohl byt zahrnut
do analyzy struktury, protoze je ovlivnén rozvétvenim proteinu a projevuji se na ném zmeny
vedlejsich fetézct [48]. OvSem spektralni pasy Amidul a Amidu Il jsou pro identifikaci

sekundarni struktury proteinu stézejni [44]. Identifikace pomoci pozice Amidu I ve spektru
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muze byt ovlivnéna napf. vodikovymi mustky adal§imi nevazebnymi interakcemi
v molekule [44], [46]. Dukazy sekundarnich struktur jako je a-helix nebo skladany B-list
je mozno odhalit na zakladé spektra [36], [46]. Zminéné a-helixy se ve vétSiné piipadu
nachazeji ve spektralni oblasti 1 650 cm™ — 1658 cm™. Skladané PB-listy se nejcastgji
nachazeji v oblasti vlnoétd 1 620 cm™ — 1 640 cm™ nebo v rozmezi

1670 cm™ — 1 695 cm™ [40], [44].

4 Materialy a metody

V této Casti bakalarské prace jsou popsany pouzité chemikalie, pomucky, pfistroje
a pouzité metody, kterymi byly provedeny experimenty pro pfipravu antibakterialniho
povrchu s lysozymem.

4.1 Priprava roztoku lysozymu

K pripravé roztokii byl pouzit praskovy lysozym z kufeciho vajecného bilku,
dialyzovany, lyofilizovany, ve formé prasku od vyrobce
Sigma Aldrich (~10 000 U/mg, CAS: 12650-88-3, 62970). Dale byla pouzita dH20.

Poté byly pouzity mikropipety (5 ml, 1 ml, 100 pl, 20 pl ), §pi¢ky na ptislusné velikosti
mikropipet, analytické vahy, mikrozkumavky (0,5 ml, 1,5 ml), zkumavka Falcon (15 ml),
laboratorni 1zic¢ka, vortex a kadinka o objemu 5 ml.

Praskovy lysozym byl ve vSech pfipadech navazovan na analytickych vahach pomoci
laboratorni 1zic¢ky, kadinky (5 ml) a mikrozkumavky o pfislusSném objemu. Po navazeni
byl do mikrozkumavky napipetovan pfislusny objem dH>O mikropipetou odpovidajiciho
rozsahu objemu. Nasledné byl roztok promichan pomoci vortexu. Pouzivany zasobni roztok
lysozymu o koncentraci 1 mg/ml nebylo potieba pfipravovat pro kazdy experiment zvlast,
pokud byl uchovavan pii stalé teploté 4 °C v lednici.

V pfipadé fedéni roztoku byl napipetovan potiebny objem zasobniho roztoku
lysozymu (1 mg/ml) mikropipetou odpovidajicitho rozsahu objemu. Nasledné byl vhodnou
mikropipetou doplnén objem dH»O do stejné mikrozkumavky. Roztok byl pokazdé promichan
pomoci vortexu. VSechny piipravené roztoky lysozymu byly uchovavany v lednici, stejné jako
samotny praskovy lysozym.

Hodnoty hmotnosti praskového lysozymu a pfislusna fedéni roztokd lysozymu

pro SDS-PAGE elektroforézu jsou uvedeny v Tab. II.
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Tab. II: Priprava roztokd lysozymu pro SDS-PAGE elektroforézu.

Priprava zasobniho roztoku (ZR) lysozymu
Koncentrace Objem dH>0 Cell'qovy
il Hmotnost [g] [u] objem
roztoku [ul]
1 0,0011 1 000 1 000
Redéni roztokii lysozymu
Koncentrace | Objem ZR | Objem dH>,O Cell'qovy
objem
[mg/mi] [ul] [u] Toztalul[ul]
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 vzorkl

na testovani

Cistoty pomoci

SDS-PAGE elektroforézy

bylo do novych mikrozkumavek (0,5 ml) prevedeno 5 ul roztoku o prislusné koncentraci,
ke kterym byly pfidany 2,5 pl 4x Laemmliho vzorkového pufru. Vzorky byly umistény
do predehtatého termobloku (95,5 °C) na piiblizné€ 3,5 minuty.

Pro pfipravu funkéniho povrchu lysozymu na hlinikové folii byl pfipraven roztok

na zakladé hodnot uvedenych v Tab. III.

Tab. III: Priprava roztoku lysozymu pro funkéni povrch slysozymem
imobilizovanym na hlinikové folii.
Koncentrace Objem dH>O | Celkovy objem
[mg/ml] L LSSt 2] [ul] roztoku [ul]
150 0,015 100 100

Pfiprava funkéniho povrchu slysozymem na hlinikové folii pokryté vrstvou
nylonu 6.6 byla provedena pomoci roztokti lysozymu, pro jejichZ pfipravu jsou uvedeny

hodnoty v Tab. IV.
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Tab. IV: Priprava roztoki lysozymu pro funkéni povrch s lysozymem

imobilizovanym na hlinikové folii pokryté vrstvou nylonu 6.6.

Priprava zasobniho roztoku (ZR) lysozymu
Koncentrace Objem dH20 Cell'qovy
il Hmotnost [g] [u] objem
roztoku [ul]
1 0,01 10 000 10 000
Redéni roztokii lysozymu
Koncentrace | Objem ZR | Objem dH20 Cell;ov;’r
(mg/mi] [ul] [ul] S
roztoku [ul]
0,5 25 25 50
0,1 5 45 50

Funkéni povrch 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) pfipraveny v predeslém piipadé (Tab. IV). Jeho zpusob
fedéni je uveden v Tab. V.
roztoku

Tab. V: Priprava lysozymu pro ptipravu funkéniho povrchu

s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii s vrstvou nylonu 6.6 pro

promyvani.
Koncentrace | Objem ZR | Objem dH>,O Cell'qovy
[mg/ml] [ul] [ul] .
roztoku [ul]
0,1 100 900 1 000

Pro dalsi funkéni povrch s lysozymem na hlinikové folii pokryté vrstvou nylonu 6.6
pfipraveny za zvySené teploty byl pfipraven roztok lysozymu ze zdsobniho roztoku
o koncentraci 1 mg/ml (Tab. IV). Hodnoty pro nafedéni pouzitého roztoku jsou uvedeny

v Tab.VL
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Tab. VI: Pfiprava roztoku lysozymu pro funkéni povrch slysozymem

imobilizovanym na hlinikové folii pokryté vrstvou nylonu 6.6 pfipravenym

za zvySené teploty.
. . Celkovy
Koncentrace | Objem ZR | Objem dH20 .
[mg/ml] (0] [u] objem
roztoku [ul]
0,1 200 1 800 2 000
4.2 SDS-PAGE lysozymu

K provedeni SDS-PAGE elektroforézy byl pouzit roztok lysozymu (1 mg/ml,
0,75 mg/ml,  0,5mg/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 puft, fixacni roztok (50 % ethanol,
2 % kyselina fosfore¢na), barvici roztok (Commassie modro-stfibrné barveni), deionizovana
voda (dH20), 30 % akrylamid, 1,5 M Tris pH 8.8, 1,5M Tris pH 6.8, 10 % SDS (sodium
dodecyl sulfat), 10 % APS (ammonium persulfat) a TEMED.

Dale byla pouzita elektroforeticka aparatura, elektroforetickd vana, zdroj, termoblok,
4 skla pro tvorbu gelu (spodni akryci), plastovda nahrada za gel mezi sklicky, stojan
na pripravu skel, guma, drzak na ptipravu skel, kadinky pro pfipravu gelti o objemu 100 ml,
kadinka o objemu 5 ml, analytické vahy, laboratorni 1zicka, sklenéné pipety, elektricky
pipetovaci nastavec, automatické mikropipety o riznych objemech, $picky pro mikropipety
oruznych velikostech, mikrozkumavky Eppendorf o objemech 1,5 ml a 0,5 ml vortex,
odmeérny valec o objemu 1 000 ml, plastova stérka, sklenéna krabicka, horizontalni tfepacka,
igelitovy pytlik, fix a papirova lepici paska.
4.2.1 Priprava gelu pro elektroforézu SDS-PAGE

Spodni 1 kryci sklicka byly ocistény pomoci dH,O a ethanolu. Pomoci drzaku byly

upevnény k sobé a vlozeny do stojanu. Poté byl pfipraven 15 % separacni gel podle Tab. VIL.
p
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Tab. VII: Pfiprava separacniho gelu (15 %).

15% separacni gel
Objem [ml]

30% akrylamid 10

H>O 4.6
1,5M Tris 5

(pH 8.8)

10% SDS 0,2

10% APS 0,2

TEMED 0,02

Pomoci mikropipety (1 000 ul) byla pfipravena smés pievedena do prostoru
mezi spodni a kryci sklicko. Prostor byl zaplnén tak, aby od horniho okraje kryciho sklicka
po hladinu separacniho gelu zbyly piiblizné€ 2 cm. Navrstvu gelu bylo, tou samou
mikropipetou, pfevedeno malé mnozstvi 2-propanolu. Bylo vy¢kano 25 minut do ztuhnuti

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

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

5% zaostrovaci gel
Objem [ml]
30% akrylamid 1,3
H>O 5.5
IM 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. Nasledné byl
do zbylého prostoru preveden mikropipetou (1 000 ul) pfipraveny zaostfovaci gel. Do ného
byl nésledné zasunut hiebinek o 10jamkach. Poté bylo vyckano pfiblizn€¢ 20 minut
do ztuhnuti zaostfovaciho gelu. Poté byly 2 gely mezi sklicky vyjmuty ze stojanu a drzéku
na sklicka, byly zabaleny doubrousku anamocCeny do dH>O. Takto byly zabaleny
do igelitového pytliku a popsany datumem a koncentraci gelu. Byly uchovany po dobu 1 dne
v lednici pti 4 °C.
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4.2.2 Provedeni SDS-PAGE elektroforézy

Byla pripravena elektroforeticka aparatura, do které byl zasazen 15 % gel mezi sklicky
a plastova nahrada tohoto gelu. Aparatura byla vsazena do elektroforetické vany. Nasledné byl
ptfipraven 1x SDS elektroforeticky pufr nafedénim 10x SDS elektroforetického pufru.
Do odmémého vélce 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 ul) 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.

|

| | [l |

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

Proteinovy

ladder 0. me/m

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

‘ ’ ‘ 0,5 mg/ml

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

opét nahrazen dH>O, ve které byl nasledné uchovavan.
4.3 Pomiicky a chemikilie pro piipravua a promyvani funkcnich
povrchu

Pro pfipravu funk¢nich antimikrobialnich povrchi s lysozymem byly pouzity roztoky
lysozymu o ruznych koncentracich (viz. kapitola 4.1), deionizovana voda (dH>0), ethanol
a isopropanol. Pro promyvani povrchi byla pouzita dH>O a 1x PBS.

Dale byla pouzita hlinikova folie, hlinikova folie pokryta vrstvou nylonu 6.6 (200 nm),
hlinikova folie pokryta wvrstvou nylonu 6.6 (200 nm) pfipravena za zvysené teploty,
mikropipety (2,5 ul, 20 ul), Spicky k mikropipetam o riznych velikostech, nizky, pinzeta

a digestot. K promyvani pfipravenych povrchil byly pouzity krystalizacni desticky pro metodu
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visici  kapky (Greiner bio-one, ref: 662150, 24 well), mikropipeta 0 objemu 1 000 pl,
horizontalni tfepacka a stopky.

Meéteni vzorkl 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 nastfihano
9 ¢tverecku hlinikové folie o délce strany pfiblizn€ 1 cm az 1,5 cm. Na papir byla nakreslena
tabulka, podle které byly roztfidény jednotlivé ctverecky hlinikové folie. Na kazdy CtvereCek
bylo pipetovano mnozstvi roztoku lysozymu podle schématu na Obr. 9. Na ¢tvereCek slouzici
jako slepy vzorek bylo pipetovano 15 ul dH>O. Prvni ¢tyti vzorky byly ponechéany v digestofi,
a to po dobu 4 hodin a dalsi ctyfi byly ponechany v digestofi 18 hodin.

4 hodiny |

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

2 ul 5ul 10 15 pl

Obr. 9: Schéma pripravy 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 cinila 200 nm, bylo
provedeno MSc. Sanjayem Kumarem bez pfispéni autorky bakalarské 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 vzorkt povrchu lysozymu, které byly ponechany v digestofi po dobu 2 hodin.
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0,1 mg/ml

15 pl slepy vzorek

15 pl slepy vzorek

15 pl 15 pl
0,5 mg/ml
15 pl 15 pl

1 mg/ml

15 pl slepy vzorek

Obr. 11: Schéma piipravy povrchu slysozymem imobilizovanym

15 pl 15 pl

na hlinikové folii 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 vzorkd hlinikové folie s vrstvou
nylonu 6.6, na kterou byl napipetovan roztok lysozymu o jednotné koncentraci 0,1 mg/ml
ajednotném objemu 15 ul. OvSem byly piipraveny 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 cas adsorpce lysozymu byly ponechany 2 vzorky
bez roztoku lysozymu. Automatickou mikropipetou (20 pl) bylo napipetovano 15 pl roztoku
lysozymu na pfipraveny povrch. Jako prvni byly pfipraveny vzorky pro dobu
adsorpce 1 hodinu. Po 15 minutach 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.
Bylovyckano 5 minut abyly pfichystany povrchy s dobou adsorpce 10 minut.
Po nasledujicich 9 minutach byly pfipraveny vzorky povrchu pro dobu adsorpce 1 minutu.
Celkove bylo tedy pfipraveno 6 vzorkt s lysozymem nanesenym na povrch a 2 slepé vzorky
pro kazdy adsorpéni cas. VSechny vzorky byly ponechany v digestofi. Po ub&hnuti

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

s vrstvou nylonu 6.6

Jednotlivé CtvereCky pfipraveného lysozymového povrchu byly promyty
v dH>O av 1x PBS. K promyvani byly pouzity krystalizaéni desticky pro metodu wvisici
kapky (Greiner bio-one, ref: 662150, 24 well). Kazdy adsorpcni ¢as byl promyt v Casech
1 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 folii pokryté vrstvou nylonu 6.6.

Na Obr. 12 jsou zobrazeny adsorp¢ni Casy (Seda barva) a ¢asy promyvani (oranzova
barva). Zkratka SV znaci slepy vzorek pro piisluSnou dobu adsorpce. Promyvani
v dH201v 1x PBS mély stejné schéma jako je uvedeno na Obr. 12. Vsechny vzorky byly
umistény do jamek krystalizacnich desti¢ek, kam bylo mikropipetou (1 000 ul) napipetovano
500 wl dH20 nebo 1x PBS. Desticky byly umistény na tfepacku. Po ubéhnuti 1 minuty byly
z tftepaCky odebrany prvni promyté vzorky. Po dalSich 14 minutach byly zjamek odebrany
vzorky, které byly promyty po dobu 15 minut. Po poslednich 30 minutach byly ze tfepacky
odebrany posledni vzorky, které byly promyvany 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 folii pokrytou vrstvou nylonu 6.6
pfipravenou za zvySené teploty, pfipravil MSc. Sanjay Kumar bez ptispéni autorky bakalatské
prace. Celkem bylo pfipraveno 57 vzorkd povrchu. Lysozym byl adsorbovan na povrch
po dobu 15 minut, 30 minut a 45 minut. Nasledné byl povrch promyvan v dH,O po dobu

1 minuty, 2 minut, 3 minut, 4 minut a 5 minut. Pro kazdy adsorpéni ¢as bylo pfipraveno
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18 vzorkti povrchu lysozymu. Na kazdy vzorek povrchu bylo napipetovano automatickou
mikropipetou (20 ul) 15 pl roztoku lysozymu (0,1 mg/ml) a vzorky byly dany do digestofte.
Tti 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 urCené pro promyvani byly vyndany zdigestofe a pinzetou
oSetfenou ethanolem byly pfeneseny do jamek v krystalizanich destickach pro metodu visici
kapky (Greiner bio-one, ref: 662150, 24 well). Nasledn¢ bylo opatrné do jamek napipetovano
automatickou mikropipetou (1 000 ul) 500 ul dH,O. Vzorky byly do desticky umistény

podle schématu  zobrazeném na Obr. 13. Desticky byly pifeneseny na tfepacku
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promyvaciho ¢asu.

na dobu 5 minut. Po kazdé jedné minuté byly triplety vzork 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
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
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 folii pokryté vrstvou nylonu 6.6 pfipravenym za zvySené

teploty.

Po vyjmuti promytych vzorkii povrchll bylo pfistoupeno k méteni FTIR spekter.

4.8 Méreni vzorkia na FTIR spektroskopu

Pro vSechny povrchy probihalo meéfeni stejnym zpisobem. Byl zapnut
FTIR spektroskop (Bruker Tensor II), vedle kterého byl zapnut program OPUS. V ném byl
zvolen rozsah mé&feni 4 000 cm™ — 370 cm™. Pfed samotnym méfenim, a také mezi méfenimi
jednotlivych vzorkl, byl méfici prostor vycistén isopropanolem a byl zmeéten signal pozadi.
Vzorky byly do méficiho prostoru prenaseny pomoci pinzety, ktera byla predem oSetiena

isopropanolem. Vzorek povrchu byl do méficiho prostoru vzdy vlozen, tak aby strana,
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na které byla nanesena vrstva nylonu 6.6 slysozymem nebo bez néj, sméfovala smérem
k ATR-krystalu. Jako prvni byly zméteny slepé vzorky a nasledné bylo pfistoupeno k méteni
vzorkl povrchu. Vzorky, které prosly promyvanim byly méfeny od nejkratsi doby promyvani
po nejdel§i dobu promyvani povrchu. Ziskané signaly byly zpracovany v programu Origin

ve vysledna FTIR spektra.
S Vysledky

V této Casti bakalarské prace jsou zvefejnény vysledky provedenych experimenta.

5.1 SDS-PAGE elektroforéza lysozymu

SDS-PAGE elektroforéza byla provedena se vzorkem praskového lysozymu ziskaného
z kureciho 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 piislusné velikosti
v jednotkach kDa. Z SDS-PAGE gelu je vidét, ze lysozym ma takovou velikost,
jaka je od n€j oCekavana, a to priblizné 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 slysozymem byly zmeéfeny pomoci FTIR spektroskopie.

Vysledné FTIR spektrum je zobrazeno na Obr. 15.

Amide 11 mide !
_ 15 pl_Morning
15 pl_Overnight
g | 10 pl_Morning
E 10 pl_Overnight
S —— 5 pl_Morning
é i |~ 5 pI_Overnight
VA el A foil
R . g, ¥
NH
2 C=0
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

napipetovaného lysozymu 2 pul, protoze se jednalo o signaly, které byly v tomto méfitku

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

kde jsou amidové pasy lépe patrné.
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Obr. 16: Detail FTIR spektra povrchu s lysozymem imobilizovanym na hlinikové

folii.

5.3 Povrch s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii s vrstvou

nylonu 6.6

V dal§im experimentu byl pfipraven povrch slysozymem, ktery byl téz tvoren
hlinikovou fo6lii, ov§em v tomto pfipadé, pokrytou nylonovou (6.6) vrstvou. Vysledky ziskané

meétfenim na FTIR spektroskopu jsou zobrazeny na Obr. 17.
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Obr. 17: FTIR spektrum povrchu s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii

s vrstvou nylonu (6.6).

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

Po ziskani téchto vysledka byl tento experiment zopakovan, ale pouze pro koncentraci
lysozymu 0,1 mg/ml. Vzorky byly po napipetovani roztoku lysozymu ponechany v digestofti
po rizné 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 vzorkt
pomoci FTIR spektroskopie. Bohuzel vtomto pfipadé nebyly ziskany zadné signaly

pfitomnosti lysozymu na povrchu, protoze promyvanim doslo k odstranéni i nylonové vrstvy.
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5.4 Povrch s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii pokryté

vrstvou nylonu 6.6 pripravenym za zvySené teploty

Byly pripraveny vzorky povrchll slysozymem imobilizovanym na hlinikové folii
pokryté vrstvou nylonu 6.6 pfipravené za zvySené teploty v adsorpCnich Casech 15 minut,
30 minut a 45 minut. Vzorky byly nasledné promyvany v dH>O po dobu 1 minuty, 2 minut,
3 minut, 4 minut a5 minut. Na FTIR spektroskopu (Bruker Tensor I) byla zméfena
FTIR spektra vzorki bez promyvani a s promyvanim. V uvedenych spektrech je v popisku
pouzita zkratka ads, ktera zastupuje anglické slovo adsorption, tedy adsorpce. To znaci dobu,
po kterou se lysozym nanylon6.6 adsorboval. Nasledné byla vzata absorbance
nejintenzivnéj$iho signalu Amidu I naznacujiciho pfitomnost adsorbovaného lysozymu
na vrstvé nylonu 6.6 a tato hodnota byla polozena do zavislosti na dobé promyvani povrchu

v dH20. 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 -
NH
o %05 T -
O N-H
% CH,
n 0-04 -
L
o
2 0.03
< 5
0.02
0.01
0-00 L I 1 I 1 I L l 1 I

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 nasledn€ byl promyvan v dH>O v riiznych Casech.
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Zavislost absorbance nejintenzivnéj§iho 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

007} ™

0.06 -

0.05 |
- | |

0.04 | \

0.03 | e

0.02 1 L | L ] L 1 L | L ]

Absorbance

Washing Time [min.]
Obr. 18(b): Zavislost absorbance Amidul lysozymu na dobé promyvani povrchu

v dH>0 pro adsorp¢ni dobu lysozymu 15 minut.
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FTIR spektrum pro dobu adsorpce lysozymu na povrchu 30 minut je zobrazeno

na Obr. 19(a).

— 30 min. adsorption

0.07 I —— 30 min. ads_wash 1 min.
— 30 min. ads_wash 2 min.
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Obr. 19(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 30 minut a nasledn¢€ byl promyvan v dH>O v riiznych Casech.

Zavislost absorbance nejintenzivngjsiho piku Amidu I lysozymu na dob& promyvani

v dH>0 pro dobu adsorpce lysozymu 30 minut je zobrazeno na Obr. 19(b).
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Obr. 19(b): Zavislost absorbance Amidu I lysozymu na dobé promyvani povrchu

v dH>0 pro adsorp¢ni dobu lysozymu 30 minut.

FTIR spektrum pro dobu adsorpce lysozymu 45 minut je zobrazeno na Obr. 20(a).
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Obr. 20(a): FTIR spektrum povrchu s lysozymem imobilizovanym na hlinikové folii
pokryté vrstvou nylonu 6.6 pfipravenym za zvysSené teploty, na némz byl lysozym

adsorbovan po dobu 45 minut a nasledn€ byl promyvan v dH>O v raznych Casech.

Zavislost absorbance nejintenzivngjsiho piku Amidu I lysozymu na dob€ promyvani

v dH>0 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>0 pro adsorpcni dobu lysozymu 45 minut.
Nasledné byly data ze zavislosti na Obr. 18(b), Obr. 19(b) a na Obr. 20(b) vlozeny

do jednoho grafu, pro porovnani prubéhu 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 dH,0 pro rizné ¢asy adsorpce lysozymu.

6 Diskuze

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

Pti pripravé funkcnich antimikrobialnich povrchd slysozymem 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 vino&tu 1 650 cm™. Tento signal byl
pfifazen natahovacim vibracim peptidovych vazeb (C=0) vamidovych skupinach
adsorbovaného lysozymu [52]. Signal Amidu II byl nalezen v oblasti vino¢tu 1 520 cm™. Ten
byl pfifazen vibracim pfi ohybech N — H vazby [46], [48]. To znamena, ze tyto dva signaly
mohou indikovat pfitomnost sekundarnich struktur a-helixti a B-listd molekul lysozymu, které
jsou dany hlavné Amidem I[36], [46]. V pfipadé spekter na Obr. 18(a), na Obr. 19(a)
ana Obr. 20(a) byl pas Amidul detekovan v oblasti vino&tu 1 662 cm™ apas Amidu II

v oblasti vlno&tu 1 551 cm™. Tento posun je ziejmé zplisoben piipravou povrchu za zvysené
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teploty [53]. V téchto ptfipadech byly také detekovany tii 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
vlno¢tu 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 vino¢tu 1200 cm™ —1 300 cm™ [54],
[55]. Dale 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 vino&tu 2 800 cm™ —3 000 cm™ zfejmé& naleZi vibracim uhlikového
retézce [55].

Byl pfipraven povrch s lysozymem na hlinikové folii pokryté vrstvou nylonu 6.6.
Pii tomto experimentu byla zjiSténa nejnizSi detekovana koncentrace lysozymu,
ktera Cinila 0,1 mg/ml. Ta byla tedy zvolena pro dalsi testovani povrchu. Pfi testovani tohoto
povrchu promyvéanim 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, ktera by vedla k vétsi stabilit€é vazby nylonu 6.6
na hlinikovou folii.

Byla zvolena ptiprava 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, zZe 1 po nejkrat§i dobé 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) a na Obr. 20(b) bylo usouzeno, Ze na vrstvé
nylonu 6.6 doslo k chemisorpci monovrstvy lysozymu. Nasledné byly dalsi vrstvy lysozymu
na tuto monovrstvu adsorbovany fyzisorpci [56]. Postupnym promyvanim povrchu v dH,O
zieyme dochazelo k odstrafiovani jednotlivych vrstev lysozymu, které byly na povrchu drzeny
pouze nevazebnymi interakcemi jako jsou napf. van der Waalsovy sily [56]. Z grafu na
Obr. 21 je vidét, ze piiblizné u druhé az tieti minuty promyvani v dH,O zistava zachovana
urcita absorbance Amidu I, kterd se s Casem dale nijak znacné€ neméni. Proto je predpokladano,
ze na povrchu s nylonem 6.6 zlstala monovrstva lysozymu, ktera je zde drzena pomoci

kovalentnich vazeb k vrstvé nylonu 6.6 [56]. Je pravdépodobné, Ze po navazani monovrstvy
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lysozymu nanylon 6.6 jetato vrstva stabilné ukotvena na povrchu ajejim promyvanim
v dH>O se zfejmée vazby k nylonu 6.6 neoslabuji. U paté minuty promyvani je na Obr. 21
vidét, Zze se absorbance jednotlivych adsorpénich cast téméf vyrovnaly. Tyto vysledky
naznacuji, ze doba adsorpce lysozymu neovliviiuje miru adsorpce lysozymu na povrchu
s nylonem ©.6.

Pfi porovnani spektra povrchu tvofeného hlinikovou folii s vrstvou nylonu 6.6
a spektra povrchu tvoreného hlinikovou folii s vrstvou nylonu 6.6 pfipraveného za zvySené
teploty je pravdépodobné, ze zvysena teplota zpusobila zménu konformace nylonu 6.6 [53].
Diky tomu se nylon 6.6 silnéji navazal na hlinikovou folii, kde zustal ukotven i po promyvani
povrchu v dH>O. Tato zména konformace mohla s urcitou pravdépodobnosti ovlivnit 1 silu
chemisorpce lysozymu na nylon 6.6. ZvySeni miry adsorpce mohly, krom¢é kovalentnich
vazeb, podpofit i napf. vodikové mustky 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 predpokladat, ze tyto zminéné
faktory (nevazebné interakce a teplota) ovliviiuji i 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 vinoctu 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 bakalarské prace byly splnény. Byl pfipraven funkéni povrch, jehoz zaklad tvoftila
hlinikova folie pokryta vrstvou nylonu 6.6 ptipraveného za zvySené teploty. Na tento polymer
byl adsorbovan lysozym o koncentraci 0,1 mg/ml, jehoz pfitomnost byla potvrzena na zaklade
FTIR spektroskopie. Imobilizace lysozymu byla testovana na zdkladé promyvani povrchu
pomoci predev§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 navazadn pomoci chemisorpce a imobilizace jeho monovrstvy na nylon 6.6
je nezavisla na dobé adsorpce lysozymu. Adsorpce lysozymu na nylon 6.6 by méla byt dale

testovana v zavislosti na delSich ¢asech promyvani povrchu v dHO.

39



8 Seznam pouzité literatury

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

J. Jayakumar, V. A. Kumar, L. Biswas, a R. Biswas, , Therapeutic applications

29

of lysostaphin against Staphylococcus aureus", J Appl Microbiol, ro¢. 131, €. 3,
s. 1072-1082, zar. 2021, doi: 10.1111/jam.14985.

U. Mahanta, M. Khandelwal, a A. S. Deshpande, ,, Antimicrobial surfaces: a review

29

of synthetic approaches, applicability and outlook", J Mater Sci, ro¢. 56, €. 32,
s. 17915-17941, lis. 2021, doi: 10.1007/s10853-021-06404-0.

29

Lubomir Opletal, ,,Systematika nutraceutik", in Prirodni ldatky a jejich biologicka
aktivita (Nutraceutika Primdrni metabolity a latky obsazené ve strukturovanych
biologickych systémech), ro€. 1, Praha: Karolinum, 2010, s. 102-112,

ISBN: 978-80-246-1884-5.

P. Ferraboschi, S. Ciceri, a P. Grisenti

2

Applications of lysozyme, an innate immune
defense factor, as an alternative antibiotic", Antibiotics, ro¢. 10, ¢. 12, pro. 2021,

doi: 10.3390/antibiotics10121534.

W.T. Oliver a J. E. Wells, ,,Lysozyme as an alternative to growth promoting

2 9

antibiotics in swine production", J Anim Sci Biotechnol, ro€. 6, €. 1, srp. 2015,

doi: 10.1186/s40104-015-0034-z.

S.Y. Tan a Y. Tatsumura, ,,Alexander Fleming (1881-1955): Discoverer of

2

penicillin", Singapore Medical Journal, ro€. 56, €. 7. Singapore Medical Association,

s. 366-367, 1. Cervenec 2015. doi: 10.11622/smedj.2015105.

Vladimir Klaban, EFkologie a patogenita mikroorganismii (Biologické,
biochemické a enviromentalni souvislosti). Univerzita Pardubice, 2023,

ISBN: 978-80-7560-455-2.

T. Durek, V. Y. Torbeev, a S. B. H. Kent, ,,Convergent chemical synthesis and high-

resolution x-ray structure of human lysozyme", PNAS, 2007. Vidéno:
11. listopad 2023. [Online]. Dostupné z:

https://www.pnas.org/doi/full/10.1073/pnas.0610630104

R. Swaminathan, V. K. Ravi, S. Kumar, M. V. S. Kumar, a N. Chandra,
,Lysozyme: A model protein for amyloid research", Adv Protein Chem Struct Biol,
roC. 84, s. 63-111, 2011, doi: 10.1016/B978-0-12-386483-3.00003-3.

40


https://www.pnas.org/doi/full/10.1073/pnas.0610630104

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

N. Nawaz et al.

o 9

Industry", Molecules, ro¢. 27, €. 19, 1ij. 2022, doi: 10.3390/molecules27196305.

Lysozyme and Its Application as Antibacterial Agent in Food

T. Wu et al.

*o 9

A review", Food Chem, ro¢. 274, s. 698-709, ino. 2019,
doi: 10.1016/j.foodchem.2018.09.017.

What is new in lysozyme research and its application in food industry?

N. Khorshidian, E. Khanniri, M. R. Koushki, S. Sohrabvandi, a M. Yousefi,
,,An Overview of Antimicrobial Activity of Lysozyme and Its Functionality in

Cheese", Front Nutr, roc. 9, bre. 2022, doi: 10.3389/fnut.2022.833618.

L. Callewaert a C. W. Michiels, ,,
roC. 35, ¢. 1, s. 127-160, bre. 2010, doi: 10.1007/s12038-010-0015-5.

Lysozymes in the animal kingdom", J Biosci,

A. A. Mohamed et al., ,,Molecular characterization of a c-type lysozyme
from the desert locust, Schistocerca gregaria (Orthoptera: Acrididae)", Dev Comp
Immunol, ro€. 61, s. 60-69, srp. 2016, doi: 10.1016/5.dc1.2016.03.018.

M. Jafari a F. Mehrnejad, ,,Molecular insight into human lysozyme and its ability

to form amyloid fibrils in high concentrations of sodium dodecyl sulfate: A view
from molecular dynamics simulations", PLoS One, roc. 11, €. 10, tij. 2016,

doi: 10.1371/journal.pone.0165213.

J. C. Luo, J. Zhang, a L. Sun, , A g-type lysozyme from deep-sea hydrothermal vent
shrimp kills selectively gram-negative bacteria", Molecules, ro€. 26, €. 24, pro. 2021,

doi: 10.3390/molecules26247624.

N. Hinds Vaughan a S. L. Smith, , Isolation and characterization of a c-type lysozyme
from the nurse shark", Fish Shellfish Immunol, ro¢. 35, €. 6, s. 1824-1828, 2013,
doi: 10.1016/;.£51.2013.09.001.

S. A. Ragland a A. K. Criss, ,,From bacterial killing to immune modulation: Recent

2 9

insights into the functions of lysozyme", PLoS Pathog, ro€. 13, €. 9, zar. 2017,
doi: 10.1371/journal .ppat. 1006512.

A. Mohapatra, S. Parida, J. Mohanty, a P. K. Sahoo, , Identification and functional

characterization of a g-type lysozyme gene of Labeo rohita, an Indian major carp
species", Dev Comp Immunol, ro€. 92, s. 87-98, bie. 2019,

doi: 10.1016/j.dci.2018.11.004.

41



[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

H. R. Ibrahim, T. Matsuzaki, a T. Aoki, ,,Genetic evidence that antibacterial activity

29

of lysozyme is independent of its catalytic function", FEBS Lett, ro€. 506, €. 1,
s. 27-32, 2001, dot: https://doi.org/10.1016/S0014-5793(01)02872-1.

M. Derde et al., ,,Antimicrobial activity of lysozyme isoforms: Key molecular

features", Biopolymers, ro¢. 107, €. 12, pro. 2017, doi: 10.1002/bip.23040.

A. M. Hamdani, I. A. Wani, N. A. Bhat, a R. A. Siddiqj, ,,Effect of guar gum

conjugation on functional, antioxidant and antimicrobial activity of egg white
lysozyme", Food Chem, ro¢. 240, s. 1201-1209, Gino. 2018,

doi: 10.1016/j.foodchem.2017.08.060.

M. Imran Khan, D. Dowarha, R. Katte, R. H. Chou, A. Filipek, a C. Yu, ,,.Lysozyme
as the anti-proliferative agent to block the interaction between S100A6 and

the RAGE V domain", PLoS One, ro€. 14, €. 5, kvé. 2019,

doi: 10.1371/journal.pone.0216427.

K. K. Chandel, S. Pahadiya, a P. D. Research Scholar,
Poly Acrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) Technique and Its Applications",
2005. Vidéno: 19. unor 2024. [Online]. Dostupné z:
https://d1wqtxts1xzle7.cloudfront.net/36688364/SDS-

PAGE Technique and Its Application-libre.pdf?1424315762=&response-content-

Sodium Dodecyl Sulfate-

2

disposition=inline%3B+filename%3DSodium_Dodecyl Sulfate polyacrylamide ge.p
df&Expires=1712871559& Signature=JCuuu7XpyZZKI8hYsQ1BsOYHcD~40qx7cz
SXwryfOnCRIN44Jruhnm XHFc-q7RDpvxXqF Yb8GYA9Tv44PIMQ-
8Dz4KicWBuQLHXF 1u0C-

OWK8wq85y01aqgF VOxZoG7L8sYxWkxAaQuO;J8SpQtldpU-
IP7YerBX3TCpdsAziRpi1Z72ZGBuel-
W46QcHE4IKeVQpWdAKS5YD9s8Vpxw7CPt5JF XtpuGlaall7s84c1A91GxyfSY4NR]
x0p7j~IWQ5JjDBAupCs5bqGKkahjdIs~u7x IMkG4Mh6 1FmW2MT753rEgxIF3cyw
3Rn4crUF luYOMEAKthvibKzIBRLF2ixXNMA  &Key-Pair-
Id=APKAJLOHF5GGSLRBV4ZA

Z.Zhu,J. J. Lu, a S. Liu, ,,Protein separation by capillary gel electrophoresis: A
review", Analytica Chimica Acta, ro€. 709. s. 21-31, 4. leden 2012.
doi: 10.1016/j.aca.2011.10.022.

42


https://doi.org/10
https://dlwqtxtslxzle7.cloudfront.net/36688364/SDS-

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

A. B. Nowakowski, W. J. Wobig, a D. H. Petering, , Native SDS-PAGE: High
resolution electrophoretic separation of proteins with retention of native properties
including bound metal ions", Metallomics, ro€. 6, €. 5, s. 1068-1078, 2014,

doi: 10.1039/c4mt00033a.

A. Rath, M. Glibowicka, V. G. Nadeau, G. Chen, a C. M. Deber.

2 9

Detergent binding
explains anomalous SDS-PAGE migration of membrane proteins", PNAS, ro¢. 106,

€. 6, 5. 1760-1765, uno. 2009, doti: https://doi.org/10.1073/pnas.0813167106.

C. Adlhart et al

*o 9

Surface modifications for antimicrobial effects in the healthcare
setting: a critical overview", Journal of Hospital Infection, roc. 99, €. 3, s. 239-249,

¢ve. 2018, doi: 10.1016/5.jhin.2018.01.018.

G. Gao et al., ,,The biocompatibility and biofilm resistance of implant coatings based
on hydrophilic polymer brushes conjugated with antimicrobial peptides",
Biomaterials, ro¢. 32, €. 16, s. 3899-3909, Cer. 2011,

doi: 10.1016/j.biomaterials.2011.02.013.

Y. Yuan, M. P. Hays, P. R. Hardwidge, a J. Kim, ,,
bacterial adhesion to polymeric substrates", RSC Adv, ro€. 7, €. 23, s. 14254-14261,
2017, doi: 10.1039/¢7ra01571b.

Surface characteristics influencing

H. Murata, R. R. Koepsel, K. Matyjaszewski, a A. J. Russell, ,, Permanent,

non-leaching antibacterial surfaces-2: How high density cationic surfaces kill
bacterial cells", Biomaterials, roC. 28, €. 32, s. 4870-4879, lis. 2007,
doi: 10.1016/j.biomaterials.2007.06.012.

X. Xiao et al

*o 9

Controllable coating of zinc oxide on protein-based fibers/fabrics for
superior antibacterial performance preserving wearable abilities", Appl Surf Sci,

ro€. 610, tno. 2023, doi: 10.1016/j.apsusc.2022.155487.

B. Hassan, S. A. S. Chatha, A. I. Hussain, K. M. Zia, a N. Akhtar, , Recent advances

on polysaccharides, lipids and protein based edible films and coatings: A review", Int
J Biol Macromol, ro¢. 109, s. 1095-1107, dub. 2018,
doi: 10.1016/j.ijbiomac.2017.11.097.

V. Mihalca ef al.

*5 9

Polymers (Basel), ro¢. 13, €. 5, s. 1-24, bte. 2021, doi: 10.3390/polym13050769.

Protein-based films and coatings for food industry applications",

43


https://doi.org/10.1073/pnas.0813167106

[35] A. Conte, G. G. Buonocore, M. Sinigaglia, a M. A. Del Nobile, ,,Development of

2 9

immobilized lysozyme based active film", J Food Eng, roc. 78, €. 3, s. 741-745,
uno. 2007, doi: 10.1016/j.jfoodeng.2005.11.013.

[36] C.Berthomieu a R. Hienerwadel, ,,
Photosynth Res, ro¢. 101, €. 2-3, s. 157-170, zat. 2009, doi: 10.1007/s11120-009-
9439-x.

Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy",

[37] J. Ryczkowski, ,,
2001, doi: https://doi.org/10.1016/S0920-5861(01)00334-0.

IR spectroscopy in catalysis", Catal Today, ro€. 68, €. 4, s. 263-381,

[38] Y. Chen, C. Zou, M. Mastalerz, S. Hu, C. Gasaway, a X. Tao, ,,Applications of micro-
fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) in the geological sciences—
A Review", Int J Mol Sci, roc. 16, €. 12, s. 30223-30250, pro. 2015,
doi: 10.3390/1ijms161226227.

[39] K. Belbachir, R. Noreen, G. Gouspillou, a C. Petibois, ,,Collagen types analysis and
differentiation by FTIR spectroscopy", Anal Bioanal Chem, ro€. 395, €. 3, s. 829-837,
2009, doi: 10.1007/s00216-009-3019-y.

[40] P. I HarisaF. Severcan, ,,FTIR spectroscopic characterization of protein structure in
aqueous and non-aqueous media", J Mol Catal B Enzym, ro¢. 7, s. 207-221, 1999,
doi: https://doi.org/10.1016/S1381-1177(99)00030-2.

[41] M. Wenning a S. Scherer, , Identification of microorganisms

2

by FTIR spectroscopy: Perspectives and limitations of the method", Appl Microbiol
Biotechnol, ro¢. 97, €. 16, s. 7111-7120, srp. 2013, doi: 10.1007/s00253-013-5087-3.

[42] C.Baudot, C. M. Tan, aJ. C. Kong, ,,FTIR spectroscopy as a tool for nano-material
characterization", Infrared Phys Technol, ro€. 53, €. 6, s. 434-438, lis. 2010,
doi: 10.1016/j.infrared.2010.09.002.

[43] M. M. Beasley, E. J. Bartelink, L. Taylor, a R. M. Miller, ,,Comparison of
transmission FTIR, ATR, and DRIFT spectra: Implications for assessment of bone
bioapatite diagenesis", J Archaeol Sci, ro€. 46, €. 1, s. 16-22, 2014,
doi: 10.1016/j.jas.2014.03.008.

44


https://doi.org/10
https://doi.org/10.1016/S13

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

S. E. Glassford, B. Byrne, a S. G. Kazarian, ,,Recent applications of ATR FTIR

2 9

spectroscopy and imaging to proteins", Biochim Biophys Acta Proteins Proteom,

ro¢. 1834, ¢. 12, s. 2849-2858, 2013, doi: 10.1016/j.bbapap.2013.07.015.

S. Petit, ,,
roC. 1, s. 909-918, 2006, doi: 10.1016/S1572-4352(05)01032-9.

Chapter 12.6 Fourier Transform Infrared Spectroscopy", Dev Clay Sci,

M. Beekes, P. Lasch, a D. Naumann, ,,Analytical applications of Fourier transform-
infrared (FT-IR) spectroscopy in microbiology and prion research", Vet Microbiol,

ro¢. 123, €. 4, s. 305-319, srp. 2007, doi: 10.1016/j.vetmic.2007.04.010.

A. Fadlelmoula, D. Pinho, V. H. Carvalho, S. O. Catarino, a G. Minas, , Fourier
Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy to Analyse Human Blood over the Last
20 Years: A Review towards Lab-on-a-Chip Devices", Micromachines (Basel),

ro€. 13, €. 2, Gno. 2022, doi: 10.3390/mi13020187.

H. Tiernan, B. Byrne, a S. G. Kazarian, ,, ATR-FTIR spectroscopy and spectroscopic

2 9

imaging for the analysis of biopharmaceuticals", Spectrochim Acta A Mol Biomol

Spectrosc, roc. 241, lis. 2020, doi: 10.1016/j.saa.2020.118636.

S. G. Kazarian a K. L. A. Chan, ,,Applications of ATR-FTIR spectroscopic imaging to

2 9

biomedical samples", Biochim Biophys Acta Biomembr, ro¢. 1758, €. 7, s. 858-867,
¢ve. 2006, doi: 10.1016/j.bbamem.2006.02.011.

A. R Hind, S. K. Bhargava, a A. Mckinnon, ,,
FTIR/ATR - the tool of choice", Advances in Colloid and Interface Science, roc. 93,
¢. 1-3, 5. 91-114, zar. 2001, doi: https://doi.org/10.1016/S0001-8686(00)00079-8.

At the solid/liquid interface:

V. Hospodarova, E. Singovszka, a N. Stevulova, ,,Characterization of Cellulosic
Fibers by FTIR Spectroscopy for Their Further Implementation to Building
Materials", Am J Analyt Chem, roc. 09, €. 06, s. 303-310, 2018,

doi: 10.4236/ajac.2018.96023.

T. S. Anirudhan a T. A. Rauf

2 9

Lysozyme immobilization via adsorption process using
sulphonic acid functionalized silane grafted copolymer", Colloids Surf B

Biointerfaces, roc. 107, s. 1-10, ¢vc. 2013, doi: 10.1016/j.colsurfb.2013.01.063.

Y. Yoshioka, K. Tashiro, a C. Ramesh, ,, Structural change in the Brill transition of

2 9

Nylon m/n (2) conformational disordering as viewed from the temperature-dependent

45


https://doi.org/10

[54]

[55]

[56]

infrared spectral measurements", Polymer (Guildf), roC. 44, €. 20, s. 6407-6417,
zat. 2003, doi: 10.1016/S0032-3861(03)00593-7.

B. K. Shrestha, H. M. Mousa, A. P. Tiwari, S. W. Ko, C. H. Park, a C. S. Kim,
,2Development of polyamide-6,6/chitosan electrospun hybrid nanofibrous scaffolds
for tissue engineering application", Carbohydr Polym, ro€. 148, s. 107-114, zat. 2016,
doi: 10.1016/j.carbpol.2016.03.094.

R. Sengupta, A. Bandyopadhyay, S. Sabharwal, T. K. Chaki, a A. K. Bhowmick,
,,Polyamide-6,6/in situ silica hybrid nanocomposites by sol-gel technique: Synthesis,
characterization and properties", Polymer (Guildf), roc. 46, €. 10, s. 3343-3354,

dub. 2005, doi: 10.1016/j.polymer.2005.02.104.

I. Firkowska-Boden, X. Zhang, a K. D. Jandt, ,,Controlling Protein Adsorption

2 9

through Nanostructured Polymeric Surfaces", Adv Healthc Mater, roC. 7, €. 1,
led. 2018, doi: 10.1002/adhm.201700995.

46



9 Seznam zkratek a symboli

Tab. oo tabulka

OBI. e, obrazek

hLYS oo, lysozym lidského typu

HEWL ..o, lysozym bilku slepiciho vejce

GEWL ..., lysozym z bilku vejce husy Embdenské

Pl o, izoelektricky bod

E. coli covviiniiiiiiiiiie, bakterie Escherichia coli

PG ., peptidoglykan

NAM oo, N-acetylmuramova kyselina

NAG oo, N-acetylglukosamin

CI-NAM ..o, uhlik ¢. 1 N-acetylmuramové kyseliny
C4-NAG oo, uhlik ¢. 4 N-acetylglukosaminu

ASPS2 e kyselina asparagova na pozici 52

Glu3S o, kyselina glutamova na pozici 35

CVYS et cystein

SDS s sodium dodecylsulfat

PAGE ....cccooviiieiee polyakrylamidova gelova elektroforéza

dH20 oo deionizovana voda

APS L, ammonium persulfat

TEMED .....ccoceevviiiniiiinnn. tetramethylethylendiamin

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

QAC ., kvartérni amoniové sloueniny

AMP oo, antimikrobialni peptidy

AdS e, adsorpce (angl. adsorption)
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