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ANOTACE

Tato diplomova prace byla zaméfena na zavedeni a optimalizaci metody mikroelektrodialyzy
pro separaci vybranych proteinti podle jejich molekulové hmotnosti. Teoreticka ¢ast popisuje
principy dialyzy a elektrodialyzy, typy iontové selektivnich membran, vyuziti metod v biotech-
nologii a medicin€. V experimentélni ¢asti je feSen navrh a sestaveni mikroelektrodialyzacni
aparatury, vybér vhodnych membran a studium vlivu provoznich podminek, jako jsou pH, na-
peti, doba separace a typ membrany, na priub¢h separace proteinii. Soucasti prace je rovnéz

porovnani této metody se separaci pomoci centrifuga¢nich odsolovacich mikrokolon.
KLICOVA SLOVA

dialyza, membrana, rovnovazny dialyzér, mikroelektrodialyza, separace, proteiny

TITLE

Establishment of the Microelectrodialysis Method for the Separation of Selected Proteins

ANNOTATION

This thesis focuses on the implementation and optimization of a microelectrodialysis method
for the separation of selected proteins based on their molecular weight. The theoretical part
describes the principles of dialysis and electrodialysis, types of ion-selective membranes, and
the application of these methods in biotechnology and medicine. The experimental part addres-
ses the design and assembly of a microelectrodialysis apparatus, selection of suitable membra-
nes, and investigation of the influence of operating conditions such as pH, voltage, separation
time, and membrane type on the course of protein separation. The thesis also includes a com-

parison of this method with centrifugal filtration.
KEYWORDS

dialysis, membrane, equilibrium dialyzer, microelectrodialysis, separation, proteins
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UvVOD

Separace biomolekul je dilezitd v biotechnologii, farmaceutickém vyzkumu i v klinické dia-
gnostice. Biomolekuly maji rozdilné fyzikalné-chemické vlastnosti, proto je dulezité zvolit
vhodnou separacni metodu, ktera zajisti vysokou u¢innost separace, a tim Cistotu separovanych

molekul. Jednou z metod muze byt mikroelektrodialyza.

Mikroelektrodialyza umoziuje transport iontd a malych nabitych molekul pfes iontové selek-
tivni membrany pomoci elektrického pole. Diky malému objemu a velkému poméru plochy
membrany k objemu vzorku pfinési rychlou separaci. Mezi hlavni vyhody patii nizka spotieba
¢inidel, moznost automatizace a Setrnost k biologickému materidlu, protoze se nepracuje pfi

vysokém tlaku ani teplotg.

V teoretické ¢asti je popsany princip dialyzy, porovnani dialyzy a elektrodialyzy, typy pouzi-
vanych membran a faktory, které ovlivituji pritbéh pienosu latek pres membranu. Jsou zminény
ptiklady vyuziti dialyzy v laboratofi i v mediciné (napf. hemodialyza). Nasleduje cast o elek-
trodialyze a jeji varianté v mikrométitku — mikroelektrodialyze, véetné zatizeni FMED (rychly

mikro-rovnovazny dialyzér).

Experimentalni ¢ast prace byla zamétena na zavedeni a optimalizaci metody mikroelektrodia-
lyzy pro oddé€leni proteinti rozdilné molekulové hmotnosti a izoelektrického bodu. Cilem bylo
navrhnout vhodné uspotadani aparatury, zvolit vhodné¢ membrany, sledovat vliv riznych para-

metra (pH, napéti, proud, ¢as, koncentrace, druh membrany) na ucinnost separace.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Princip a usporadani dialyzy

Dialyza je separa¢ni metoda pouzivana k oddéleni makromolekularnich latek, jako jsou bilko-
viny od nizkomolekularnich latek, naptiklad soli. K separaci jsou vyuzivany polopropustné (se-
mipermeabilni) membrany, které umoznuji prichod jen malym molekulam, zatimco vétsi mak-

romolekuly jsou zadrzovany membranou [1].

Tato metoda nachézi uplatnéni pfedevsim v biochemii, biotechnologii a medicing. V laborato-
fich se vyuziva k piecisténi biomolekul z komplexni matrice [6], odstranéni soli nebo piipraveé
vzorki pro rizné analytické metody [1,17]. V 1€kaftstvi je dialyza klicovou metodou pii hemo-

dialyze [15], kde slouzi k odstraniovani odpadnich latek z krve u pacientd se selhanim ledvin.

Principem dialyzy je selektivni difuze latek ptes polopropustnou membranu, kterd umoziuje
oddéleni molekul podle jejich velikosti a koncentracniho gradientu. Polopropustnd membrana
propousti pouze urc¢ité molekuly a ostatni zadrzuje [1]. Selektivita membrany zavisi na hodnoté
mezni molekulové hmotnosti (MWCO), ktera urcuje, jaké molekuly mohou projit membranou.
Naptiklad membrana s MWCO 10 000 Da propusti molekuly mensi nez 10 000 Da, zatimco

vétsi molekuly jsou zadrzovany [1-4].

Roztok obsahujici separovanou smés latek je umistén do dialyzéru, ktery je ponofen do dialy-
zacniho roztoku. Diky koncentracnimu gradientu molekuly, které maji mensi velikost, nez je
cut-off membrany (MWCO), difunduji ven z dialyzéru (vyssi koncentrace) do okolniho dialy-
za¢niho roztoku (niz§i koncentrace), zatimco molekuly, které jsou vétsi nez hodnota cut-off

membrany ziistavaji uvnitt dialyzéru (obrazek 1) [1-4].

Proces probiha do té doby, nez dojde k ustaveni rovnovahy, kdy je koncentrace malych molekul
na obou stranach membrany stejna. V tomto bod¢ se difuze zastavi, protoze koncentracni gra-
dient neexistuje. Timto zptisobem dialyza G¢inn¢ oddéluje molekuly na zaklad€ jejich velikosti

a koncentrac¢nich rozdila [1-4].

18



Stav na zacatku Stav po vyrovnani koncentraci
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Obrazek 1: Princip metody laboratorni dialyzy. Prevzato a upraveno z: [5].
1.1.1 Vyuziti dialyzy
Dialyza je Siroce vyuzivanou separa¢ni metodou v fad¢ odvétvi. Mize byt vyuzita pro izolaci
a purifikaci proteini z komplexni matrice, pro studium a kvantifikaci afinity ligand — protein ¢i

pro fizenou agregaci proteind [1-2].

Izolace a purifikace proteini

Purifikace proteinti umoZnuje studium izolovanych proteind. Dialyza je vyuzivana pro odsolo-
vani, odstranéni nizkomolekularnich kontaminantt ¢i pfevedeni do pozadovaného prostredi

(vyménu pufru). U¢innost purifikace je ovlivnéna nékolika faktory [6-9].

Zasadnim faktorem je parametr dialyzacni membrany, zejména vhodna MWCO neboli cut-off
membrany, ktery musi byt niz§i neZ molekulova hmotnost proteinu, ale dostate¢né pro odstra-
néni kontaminantt. V1iv ma i materidl, ze kterého je membréana vyrobena. Slozeni dialyzacniho
roztoku musi zajistit stabilitu a aktivitu proteinu, a to udrZzenim stabilniho pH, iontové sily,
ptidavkem stabilizatorii nebo redukcnich Cinidel. Pro efektivni purifikaci je nutny dostatecny
pomér objemu pufru k objemu vzorku. Proces probihd bézné¢ pii laboratorni teploté, pokud je
ale omezena stabilita separované latky pii laboratorni teploté, pak je vhodné provadét za sni-

zené teploty [6-9].

Dialyza je jednoduchd a levna metoda, sama o sob€ ale n€kdy neni dostatecné u¢innd pro vy-
sokou Cistotu produktli. Pro dosazeni vysoké Cistoty produkti je mozné dialyzu kombinovat

s dal$imi purifika¢nimi technikami, jako je naptiklad chromatografie [6-9].
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Afinitni dialyza pro studium interakce protein-ligand

Afinitni dialyza je metoda, kterd se pouziva ke kvantifikaci vazebné afinity mezi ligandem a
biomolekulou, napf. proteinem. Princip je zaloZen na tom, Ze se ustavi rovnovaha volného li-
gandu mezi dvéma prostory, oddélenymi polopropustnou membranou, kterd oddéluje protein
od objemové faze roztoku. Membrana propousti volny ligand, ale ne protein ani komplex pro-
tein-ligand. V rovnovazném stavu se koncentrace volného ligandu v prostoru bez proteinu
rovna koncentraci volného ligandu v prostoru obsahujicim protein. Tato metoda je uzite¢na
napf. pii studiu enzymu a urceni afinity k substratu. Disocia¢ni konstanta udava koncentraci
volného ligandu, pii které je 50 % vazebnych mist proteinu obsazeno. Dialyzacni komora ob-
sahuje dva oddily oddélené polopropustnou membranou, do jedné komory se piidava protein
(napf. enzym, protilatka), do druhé radioaktivn¢ znaceny ligand (odpovidajici substrat, anti-
gen). V rovnovazném stavu se méfi intenzita radioaktivity v obou oddilech komory, ktera od-
povidé koncentraci volného nebo vazaného znaceného ligandu. Rozdil v koncentraci radioak-
tivn¢ znaceného ligandu v obou oddilech komory odpovida mnozstvi ligandu navazaného na

protein [10-12].

Pro ziskani dat o vazebné afinité je nutné provést sérii experimentli s riznymi koncentracemi
ligandu a biomolekuly (proteinu). Néasledna analyza dat umoZnuje stanoveni disociacni kon-
stanty a maximalni vazebné kapacity, kterd umoZnuje ur€eni po¢tu vazebnych mist na biomo-

lekule [10-12].

Dialyzou zprostiredkovana agregace proteinu

Udrzeni stalé konformace proteini (sekundarni, tercialni a kvartérni struktura) je citlivé na pod-
minky prostfedi, v€etné pH, teploty, iontové sily a pfitomnosti n€kterych chemickych latek.
Pokud dojde ke zméné podminek b&éhem dialyzy mohou byt proteiny nasmérovany ke zméné

konformacniho stavu a nésledné k tizené agregaci [13-14].

Tato metoda se nabizi jako potencialni aplikace v materidlové véd¢ pro vytvareni proteinovych
nanostruktur [13] a v biomedicinském inZenyrstvi pro tkanové inzenyrstvi. [2]. V1iv podminek

prostiedi na agregaci proteinil je zasadni pro optimalizaci této techniky [13-14].

1.1.2 Druhy dialyzy

V tabulce 1 jsou uvedeny vybrané druhy dialyzy, pficemZz n¢které z nich jsou uréeny primarné
pro laboratorni aplikace (napf. elektrodialyza, Donnanova dialyza), zatimco jiné se vyuzivaji
ve zdravotnické praxi (napf. hemodialyza ¢i peritonedlni dialyza). Tabulka 1 zahrnuje popis

jednotlivych metod, jejich vyuziti, vyhody a nevyhody.
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Tabulka 1: Prehled druhit dialyz vyuzivanych ve zdravotnictvi a pro laboratorni ucely. Prevzato a
upraveno z. [15-24].

Druh dialyzy | Popis | Aplikace |  Vyhody | Nevyhody
Zdravotnictvi
Casové narocné
Krev je odvadéna z téla Efektivn€ odstra- | (3-5 hodin, 3x
do dialyzacniho pii- Selhani ledvin, nuje odpadni tydn¢), omezeni
Hemodialyza | stroje, kde se filtruje a | otrava, pfedavko- | latky. Dobra do- | ve stravovani a
zbavuje odpadnich latek vani 1éky. stupnost v dialy- | pfijmu tekutin,
a prebytecné tekutiny. zaCnich centrech. | nutnost cévniho
piistupu.
. . . . Riziko infek
Dialyzaéni roztok se Selhani ledvin, 1210 Tniekee
s e . ‘s o biisni dutiny
. . vstiikuje do bfisni du- | zejména pro pa- | VéEtsi flexibilita, o
Peritonealni . e . oy . . .| (peritonitida),
. tiny, kde pobfiSnice cienty, ktefi ne- | moznost domaci .
dialyza o . : . nutnost pravi-
slouzi jako semipermia- | mohou podstou- 1écby. C oo
i p . o delné vymény
bilni membrana. pit hemodialyzu.
roztoku.
Miniaturni sonda se za- , Minimaln¢ inva- OII:ICZCHO na
: o v . | Vyzkum v neuro- | ., .. . | malé molekuly,
. . vadi do tkané k méteni | [, zivni, umoziuje s
Mikrodialyza . védach, farmako- o . | mnarocné&jsina
koncentrace latek v ex- . . .+ | kontinualni moni- .
., o logii, medicing. o provedeni a in-
tracelularni tekuting. torovani. )
terpretaci.
Laboratorni ucely
Pouziva elektricky Uprava vody, od- | Efektivné odstra- s
., s o . . - . . VysSsi energe-
Elektrodialyza | proud k odd¢leni iontl z | solovéni, zpraco- | fiuje soli a mine- .
. : , tické naroky.
roztoku. vani potravin. raly.
Vyuziva membranu k | Odstranéni pro- o
ot S o o Selektivni ,
Donnanova | oddéleni nabitych ¢astic | teinll z roztoki, . g Pomaly proces
. f Y . . odstrafiovani .
dialyza v roztoku na zakladé¢ je- | studium vazby . (2-20 hodin).
.. . S s latek.
jich velikosti a naboje. 1éc¢iv.

1.1.3 Vlastnosti dialyza¢nich membran

Polopropustné membrany umoziiuji selektivni transport urcitych latek, zatimco jiné zadrzuji.

Specifickym typem téchto membran jsou dialyzaéni stiivka, kterd se vyrabéji z biokompatibil-

nich materiald, jako je celul6za nebo syntetické polymery. Materidl stfivek je volen s cilem

zvysit ucinnost dialyzy a zarovenl minimalizovat potencialni neZadouci G€inky [16,25,27].

V medicinskych aplikacich jsou dialyzacni stfivka soucasti hemodialyzacnich systémi, kde za-

jistuji odstranovani nizkomolekuldrnich odpadnich latek a ptebyte¢né vody z krve pacientli s

renalnim selhanim. Mezi hlavni nevyhody spojené s pouzitim dialyzacnich membran v medi-

cin¢ patii riziko nezddouci imunitni reakce [16], aktivace komplementového systému [25],
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zanétlivé odpovédi [16], hemolyza a potencidlni trombogenicita [27], které mohou byt ovliv-

nény fyzikalné-chemickymi vlastnostmi membran a délkou kontaktu s krvi.

V laboratornich aplikacich se dialyzacni stiivka vyuzivaji zejména pro separaci a purifikaci
biomolekul. Nevyhody zahrnuji nespecifickou adsorpci analyt na povrch membrany, denatu-
raci nebo degradaci citlivych slou¢enin a ztratu analytu pii nespravné zvoleném MWCO, coz

muze vést ke zkresleni vysledkt a snizeni vytéznosti separace [16,25,27].

Membrény lze klasifikovat podle pouzitého materialu (napt. celuldza, regenerovana celuldza,
polysulfon, polyakrylonitril) nebo podle velikosti port, resp. MWCO [16,25,27].

Utinnost membran je ovlivnéna fadou parametril, které jsou shrnuty v tabulce 2.

Tabulka 2: Prehled parametrit membrany ovliviiujici ucinnost dialyzy. Prevzato a upraveno z:
[16,25,27].

Parametr Funkce

Laboratorni i medicinské aplikace
Permeabilita membrany Urcuje, jak snadno mohou latky
prochazet membranou. Vyssi per-
meabilita umoziuje efektivné;si
odstrafiovani odpadnich produkti.

Velikost porti membrany Ovliviiyje, které latky mohou pro-
chdzet membranou. MenSi pory
umoznuji odstraniovani mensich
molekul, zatimco vétsi pory umoz-
fluji odstraiiovani vétsich molekul.

Tloust’ka membrany Ovliviiyje rychlost, kterou mohou
latky prochdzet membranou. Tenci
membrany umoziuji rychlejsi od-
straiovani odpadnich produktu.

Medicinské aplikace
Biokompatibilita Urcuje, jak dobfe je membrana sna-
Sena télem. Biokompatibilni mem-
brany minimalizuji zanétlivé reakce
a dal$i nezadouci Gc¢inky.

1.1.4 Materialy dialyza¢nich membran
Vybér materidlu membrany je klicovy pro biokompatibilitu a efektivitu dialyzy. Membrany
jsou vyrabény z riiznych materidlti s ohledem na jejich specifické pouziti. Nejrozsifendjsi a

nejvice vyuzivané jsou celulézové a syntetické membrany.
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Celul6zové membrany (napft. celuldza, regenerovand nebo modifikovana celul6za) se nejéastéji
vyuzivaji v laboratornich aplikacich, naptiklad pfi separaci a purifikaci proteind, peptidi nebo
metabolitli, kde je kladen diiraz a dostate¢nou G¢innost. Vybér membrany zavisi na velikosti
cilového proteinu a molekul, které je tfeba odstranit. Tyto membrany jsou obvykle ve formé
dutych vlaken uspotadanych do svazkl v dialyzatoru. Tloustka stény membrany ovliviiuje jeji

vlastnosti, jako je propustnost [16]. Piehled vyuziti materiali pro rizné aplikace v tabulce 3.

Naproti tomu syntetické membrany (napi. polysulfon (PSf), polyethersulfon (PES) nebo
poly-krylonitril (PAN) se vyznacuji biokompatibilitou, chemickou stabilitou a presnéjsi kon-
trolovatelnosti velikosti port [26]. Diky témto vlastnostem se Siroce vyuzivaji v klinické he-
modialyze, kde je dillezité minimalizovat imunitni a zanétlivé reakce. [16,25-26]. Pouzivaji se
1 membrany s upravenym povrchem, naptiklad potazené vitaminem E jako antioxidantem, které
snizuji oxidacni stres [25]. K oxida¢nimu stresu dochazi v dusledku aktivace leukocytti a dal-
Sich imunitnich bun¢k pfi kontaktu krve s membranou, coz vede k nadprodukci reaktivnich
forem kysliku a mtze ptispivat k chronickému zanétu, poskozeni bunék a urychleni kardi-
ovaskularnich komplikaci u pacientti podstupujicich dlouhodobou dialyza¢ni 1é€bu. Peritone-
alni dialyza vyuZziva pfirozenou membranu v bfi$ni dutin€ — peritoneum — k filtrovani krve [26].
Tento typ dialyzy se liSi od hemodialyzy a vyzaduje specifické vlastnosti membrany, jako je
vysokd permeabilita pro nizkomolekularni latky, dostate€na absorp¢ni kapacita pro tekutiny

[26].

Tabulka 3: Druhy materialit membran a jejich pouZiti. Prevzato a upraveno z: [15,25-26].

Material Hemodialyza | Peritonealni dialyza Lab.o rzztornl
dialyza
. Ano
Celuloza Ano Ne (pro nékteré aplikace)
Regenerovand celuloza Ano Ne Ano
Syntetické polymery Ano Ne Ano

Membrany na bazi celulozy

Membrany vyrobené z celuldzy, pochazejici z rostlinnych polysacharidf, predstavuji ekono-
micky vyhodné feSeni diky nizkym ndkladlim a snadné dostupnosti. | kdyz maji dobrou perme-
abilitu, jejich pouziti klesa kviili problémiim s biokompatibilitou z diivodl rozvoje zanétlivych
reakci a dal§ich komplikaci pfi kontaktu s krvi. V laboratorni dialyze se celul6zové membrany
stale vyuzivaji pro separaci biomolekul, kde se biokompatibilita nefesi, ale diiraz je kladen na

spravnou velikost port a chemickou stabilitu [25].
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Modifikace celul6zovych membran se zamétuji na odstranéni vyse uvedenych nedostatki. Za-
kladni formou pouzivanou v dialyze je regenerovana celuldza, kterd se ziskava rozpusténim
piirodni celulozy a jejim naslednym srazenim ve forme tenkého filmu. Tato forma si zachovava
strukturu polysacharidového fetézce, ale vykazuje chemickou stabilitu a mize obsahovat volné
hydroxylové skupiny, které jsou zodpovédné za potencidlni imunologické reakce a snizenou
biokompatibilitu. Chemické upravy, jako je acylace hydroxylovych skupin, vedly k vytvoteni
acetatovych forem celulozy, konkrétné diacetatu celulézy (CDA) a triacetatu celulozy (CTA),
strukturni vzorce jsou znazornény na obrazku 2. CTA, diky témto modifikacim, je povazovana
za jednu z nejvice biokompatibilnich variant celulézovych membran, coz ji ¢ini idedlni pro

medicinské aplikace [25,28-29].

Membrany ma baz celulbzy

CH,OH

OH

Rezencrovani ccluliza

CH,OC0CH,

Diacetat celulixy

CILOCOCH, It
1 &)
CHOOICH H

L8] H
H QCOCH,

Triacetdt celuliey

‘JII

Obrazek 2: Strukturni vzorce materialit na bazi celulozy. Prevzato a upraveno z: [30)].

Dalsim ptikladem chemické modifikace, kterd vede ke zlepSeni vlastnosti membrany je zave-
deni aromatickych benzylovych skupin, které¢ zvySuji hydrofobni charakter membrany. Mem-
brana je hydrofobnéjsi a tedy vodoodpudiva, ¢imz se omezuje adsorpce bilkovin a zvysuje jeji
ucinnost [25,28-29,31]. Na druhé strané, hydrofilita membrany mtZe byt zlepSena pomoci pii-
davku polyvinylpyrrolidonu (PVP), ktery snizuje adsorpci proteinti na povrchu membrany [31].

Porovnani membran je znazornéné na obrazku 3.
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Membriana se silnou adsorpei bilkovin

Dmtina
vlakma

N 4

Aktivace komplementu
Viaivm = Srilemi oo
hilkavin

SiEna vidkna

PFilmati bilkovin na povech membrany

ber hydralilmi yrsivy,

Mydrafilni vrstva

Hydrofilni membrina s niZsi adsorpei
bilkovin

Dadatedng virsiva
PVP sméfujici da

krve

Snifeni adsorpee
hilkmyin

ma povech membriny.

Obrazek 3: Porovnani hydrofobni a hydrofilni membrany. Prevzato a upraveno z: [31].

Zmény v chemické struktute celuldzy, jako zavedeni riiznych funkénich skupin mohou zlepsit
propustnost membrany pro specifické molekuly a zvysit jeji celkovou biokompatibilitu. I kdyz
modifikované celul6zové membrany piedstavuji vyrazny pokrok oproti pivodnim verzim, syn-

tetické membrany jsou stale povaZzovany za biokompatibilné;si a dnes jsou preferovanou volbou

v moderni medicin¢ [25,28-29].

Syntetické membrany

Syntetické membrany jsou vyrabény z polymert, jako je polysulfon, polyethersulfon, polyme-
thylmethakrylat (PMMA), polyesterova polymerni slitina, polyakrylonitril polykarbonat, poly-
amid (PA) ¢i polyethylen-co-vinylalkohol (EVAL) [30]. Strukturni vzorce téchto slouceniny

jsou znazornény na obrazku 4.

25

Tiyalrafilni vrstva hrini adsorpei bilkovin



Syntetické membriny
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Obrdazek 4: Strukturni vzorce materialii syntetickych membradn. Prevzato a upraveno z: [30].

Tyto syntetické membrany maji oproti celulézovym odlisné fyzikdlné-chemické vlastnosti —
maji veétsi velikosti porQ, a tim vyS$$i permeabilitu a filtracni kapacitu. Z hlediska struktury se
celul6zové membrany a nékteré syntetické (napi. PMMA, EVAL, AN-69®) tfadi mezi homo-
genni, tedy maji po celé své tloust'ce stejnou porovitost. Na obrazku 5 je pohled v fezu na mem-

branu z dutych vlaken EVAL [30].

g
\

[N
20.0um

15.0kV x500 SE(U)

Obrazek 5: Membrana z dutych vidken EVAL - Fez membranou. Prevzato a upraveno z: [30].
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VétSina syntetickych polymernich membran (napt. PSf, PES) je ale asymetricka. Tyto mem-
brany maji na vnitinim povrchu hustou separacni vrstvu, tzv. ,,vrstvu ktize, pod kterou se na-
chazi nosna vrstva s porovitou strukturou. Hustota této vrstvy smérem k vnéjSimu okraji klesa,
coz umoznuje lepsi prichod vody i1 rozpusténych latek. Nosna vrstva zajiStuje mechanickou

pevnost. Na obrazku 6 je prifez membrany z dutych vlaken PSf[15,18,30].

S Pl Lo,
| T BT |

5.0kV x2.00k SE(U) 20.0um

5.0kV x1.00k SE(U)

Obrazek 6: Pohled v Fezu na membranu z dutych viaken PSf. Prevzato a upraveno z: [30].

Syntetické membrany navic vykazuji lep$i biokompatibilitu, vyssi propustnost a tim jsou ¢in-
néjsi pii odstraiiovani i vétSich molekul. Jejich povrch miiZze byt dale upravovan, napft. potaze-
nim vitaminem E, ¢imz se sniZzuje zanétlivd a imunitni reakce organismu, coz je dulezité

zejmeéna v medicinskych aplikacich, jako je hemodialyza [25,28].

1.1.5 Fyzikalni a chemické faktory ovliviiujici pribéh dialyzy
Utinnost dialyzy je ovlivnéna mnoha faktory. Mezi nejdiileZitéjsi faktory patii: sloZzeni roztoku,

typ a struktura membrany a vlivy prostiedi jako pH, teplota a délka trvani procesu.

Vliv pH

Hodnota pH je klicovym faktorem ovliviiujicim chemické a fyzikalni vlastnosti latek v roztoku.
Molekuly biologického ptivodu, jako jsou aminokyseliny, peptidy a proteiny, méni své iontové

formy v zavislosti na pH, coZ ovliviluje jejich rozpustnost, naboj a schopnost projit membranou

behem dialyzy [32-33].

pH také ovliviiuje interakce mezi slozkami roztoku a U€innost pufracnich systémi. Vyzkumy
ukazuji, Ze 1 malé odchylky v pH, zpiisobené naptiklad rozdilnou iontovou silou mezi roztokem

soli a pufrem, mohou vést k neo¢ekavanym zmeénam v procesu dialyzy. Tyto zmény mohou mit
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za nasledek ztratu stability produktu, nespravné pH cilového roztoku nebo omezenou propust-

nost pro nékteré iontové formy [32-33].

Celkov¢ je tedy dulezité kontrolovat pH béhem dialyzy, aby bylo dosazeno optimalniho pie-

nosu latek a zaroven byla zachovéna stabilita a spravné vlastnosti cilového roztoku [32-33].

Vliv teploty na migraci latek a stabilitu membran

Teplota ma zdsadni vliv na rychlost difuze pfes membranu. S vyssi teplotou se zvySuje kine-
tickd energie molekul, coz vede k rychlejSimu pohybu molekul a tim i k vy$§imu mnozstvi
pfenosu. Snizuje také viskozitu roztoku, coz usnadniuje pohyb latek a zvySuje efektivitu celého

procesu [34-36].

Bylo prokazano, zZe s rostouci teplotou se zvysuje ¢innost prenosu latek, jako napt. anorganic-
kych kyselin, pfes membranu. Vyssi teploty vS§ak mohou mit i negativni dopady. Bylo zjiSténo,
Ze mohou mirn€ snizovat selektivitu membrany, coZ znamend, ze membrana miize méné ucinné
odd¢lovat rizné latky. V nékterych ptipadech mohou vyssi teploty vést k postupné degradaci
membrany, zejména pokud je piekrocena doporucend provozni teplota daného membranového
materidlu. To miZe mit za nasledek sniZeni zivotnosti membrany a nutnost jeji Castejsi vymeny

[34-36].

Celkové je tedy dulezité peclivé kontrolovat teplotu béhem dialyzy, aby bylo dosazeno opti-

malniho pfenosu latek a zaroveinl byla zachovana integrita a funkénost membrany [34-36].

Vlastnosti dialyza¢ni membrany

Vlastnosti membrany, jako je tlouStka, porovitost, iontovd vyménna kapacita, chemicka stabi-
lita a schopnost vazat vodu, urcuji, které latky budou pteneseny a jak rychle. V laboratornich
podminkach se pouZzivaji riizné typy membran, naptiklad membrany zalozené na celul6ze nebo

syntetickych polymerech [37-39,60-62].

Vybér membrany zavisi na povaze oddélovanych molekul a slozeni roztoku. Nékteré studie
ukazuji, Ze nova generace aniontové vyménnych membran nabizi vyssi selektivitu nebo rych-
lej8i pienos urcitych iontli. Tyto membrany v§ak mohou vyzadovat specifické ptedupravy nebo

uzky rozsah provoznich podminek jako je napéti, teplota [37-39,60-62].
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Vliv pH a teploty na samotnou membranu je také dulezity. Nekteré materialy jsou citlivé na
extrémni hodnoty pH, zatimco jiné mohou ztracet Zivotnost pfi dlouhodobém vystaveni vys$Sim
teplotam. Proto je dulezité peclivé kontrolovat tyto parametry, aby byla zachovéana ucinnost a
stabilita membrany béhem dialyzy. Membrana je tedy nejen prostitedkem pro pienos latek, ale
také kritickym faktorem, ktery ovliviiuje celkovou t¢innost a spolehlivost dialyzaniho pro-
cesu. Vybér spravné membrany a kontrola podminek, za kterych je pouzivéana, jsou zdsadni pro

dosaZzeni optimalnich vysledka [37-39].

SloZeni dialyzovaného roztoku

Kromé fyzikalnich parametrt prostfedi je dilezité i samotné slozeni dialyzovaného roztoku.

Koncentrace latek, jejich naboj a velikost také ovliviiuji celkovou dobu separace [40-42].

Studie ukazuji, zZe prenos latek nelze predvidat pouze na zaklad¢ jejich individudlnich vlast-
nosti, ale je tfeba brat v tivahu 1 jejich chemické interakce s ostatnimi slozkami smési a povr-
chem membrany. SloZeni roztoku hraje kli¢ovou roli v dialyzacnim procesu. To dokazuje, Ze

efektivni dialyza Casto vyzaduje kompromis mezi rychlosti separace a jeji selektivitou [40-42].

1.2 Elektrodialyza

Elektrodialyza (ED) je elektro-membranova separani metoda, kterd vyuziva elektrické pole
k pohybu nabitych ¢astic skrz semipermeabilni membrany, které umoznuji selektivni separaci
iontl. Tato metoda je v praxi vyuzivana napf. k odsolovani brakickych vod [43], ¢iSténi odpad-
nich vod [46], Gprave roztokl v potravinaistvi a farmaceutickém pramyslu [45]. Existuje néko-
lik typd ED, lisi se typem a uspofadanim membran a celkovym uspotfadanim elektrodialyzéru

[43].

Separacéni proces ED probiha bez fazovych zmén a pouziti chemickych latek, proto je energe-
ticky efektivni metodou pro separaci molekul. DalSimi vyhodami jsou vysoka flexibilita pro-
vozu ED systémt a jednoduchd obsluha, zatizeni mohou byt automatizovana. Ve srovnani s tra-
di¢nimi metodami jako je naptiklad chromatografie ED nezpisobuje ztratu nutri¢nich, lé¢ivych
nebo senzorickych vlastnosti produktu, coz je Casty problém pii tepelném nebo chemickém
zpracovani surovin. Navic je tato metoda v mnoha piipadech Setrna k zivotnimu prostiedi [43-

44].
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1.2.1 Usporadani elektrodialyzy

Tento proces probiha v elektrodialyzéru (obrazek 7), kde jsou stfidaveé uspotadany aniontové a
kationtové vyménné membrany mezi anodou a katodou. Mezi elektrody je pfivadén stejno-
smérny elektricky proud. Stejnosmérné elektrické pole plsobi na pohyb disociovanych slozek
soli ve vodném roztoku tak, ze zaporné nabité ionty (anionty) pfitahované k anod¢ jsou pro-
poustény aniontové vymeénnymi membranami (AEM) a zadrzovéany na kationtové vyménnych
membranach (CEM), zatimco kladn¢€ nabité ionty (kationty) pohybujici se ke katodé jsou pro-
poustény kationtové vyménnymi membranami a zadrzovany aniontové vymeénnymi membra-
nami. K rozd¢leni ionti ve dialyzovaném roztoku dojde pfi vhodné kombinaci AEM a CEM,
¢imz vznika dilutat a koncentrat. V priibéhu ED je klicové, aby membrany mély co nejnizsi
elektricky odpor, coZz minimalizuje celkovy odpor a umoziuje efektivni prenos iontti mezi jed-
notlivymi komorami. Na spéSnost separace ma vliv elektrické pole a permselektivita mem-
bran, ktera je rozdilna pro jednotlivé slozky v roztoku. Elektrodovy roztok se vyuziva k omy-
vani povrchu elektrod, nejcastéji se voli roztok indiferentni soli, miize byt 1 vstupujici zpraco-
vavany roztok. Zpracovavany roztok musi byt oddélen od elektrodového roztoku, aby mohlo
dojit k separaci plynt, které vznikaji elektrodovymi reakcemi. ED miize negativné ovlivnit cha-

rakteristicky posun pH katolytu do alkalické oblasti a anolytu do kyselé oblasti [43-45].

dilluad

.|.-...-.............!.............T...............!,...............!,.......... v

PRspe-

kancamtral
g EREEOLEAL

katoda km: am‘km:am {km!amikm! am? km! am? km anoda

- -y =

¥l ]

o O] (O] (] W o ':E

nastrik

Obrazek 7: Schéma usporadani elektrodialyzéru, D - diluat, K - koncentrat, EA - resp. EK - anodo-
vou, resp. katodovou komoru, am - aniontové vyménnou membranu a km - kationtové vyménnou mem-
branu. Prevzato a upraveno z: [46].
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1.2.2 Iontové vyménné membrany a jejich vlastnosti

Iontové vyménné membrany (IEM) se pouzivaji pro selektivni separaci iontll z roztoku a jsou
charakteristické schopnosti propoustét ionty stejného naboje (kladné nebo zaporné). IEM nej-
sou schopny propoustét neutralni molekuly nebo rozpoustédlo. Tyto membrany jsou vyrobeny
z makromolekularnich materiala jako je naptiklad polyethylen nebo polypropylen, které obsa-
huji nabité funk¢ni skupiny schopné disociace ve vodném prostiedi. lontové funkcni skupiny
jsou soucasti polymerni sité, kde jsou pevné navazany na makromolekuldrni material, ktery
tvoii kostru membrany. Nejcastéji se jedna o syntetické polymery, jako je PES, PSf, polyethy-
len [30]. Béhem separace musi byt naboj téchto skupin vyvazen opacné nabitymi ionty, nazy-
vanymi protiionty. Tyto protiionty nejsou pevné vazany a mohou se volné pohybovat, dokud
se nenastavi rovnovaha nabojii. Membrana je selektivné propustna pro tyto ionty. lonty se stej-
nym nabojem jako fixni ndboj membrany, ozna¢ované jako ko-ionty, obvykle membranou ne-
prochazeji. Pokud vsak nejsou funkéni skupiny v membrané pravidelné uspotradany, mize to
vést k naruseni rovnomérného rozmisténi prostorového naboje a umoznit pronikani iontli se

stejnym nabojem, jaky maji vazané funk¢ni skupiny v mfizce, i kdyZ v mensi mire [44,47-48].

IEM se vyuzivaji v mnoha odvétvich pro své klicové vlastnosti. Jednou z nich je selektivita,
coz je schopnost membrany rozliSovat ionty, které jsou propoustény skrz membranu od iontt,
které jsou zadrZovany. Membrana musi mit vysokou propustnost pro cilové ionty, aby byl za-
jistén efektivni transport pfi minimalni energetické naro¢nosti. Jednou ze zésadnich vlastnosti
je 1 stabilita, membrana musi odolavat vysoké teploté, vlastnostem prostiedi (zmény pH), dlou-
hodobému vystavovani elektrického pole. Pro metody, jako je elektrodialyza je dilezité, aby
membrana méla nizky elektricky odpor. Nizky elektricky odpor zlepSuje energetickou efekti-

vitu transportu iontii [49-50].

Heterogenni membrany

IEM se déli na homogenni a heterogenni. Membrany se 1i$i svym sloZenim a strukturou. Na
vyrobu heterogennich membran se pouZzivaji dva riizné typy polymert. Prvni polymer funguje
jako strukturni prvek nebo matricovy polymer, ktery tvoti zakladni kostru membrany a zajist'uje
jeji mechanickou pevnost a stabilitu. Typickym ptikladem je polystyren-divinylbenzen [30].
Druhy polymer, ktery je obvykle jemné mletd iontové vyménna pryskyfice, se pouziva k pte-
nosu funkénich mist. Membrany se vyrabéji smichanim jemné mleté iontové vyménné prysky-
fice s pojivem napi. polyethylenem, smés se zahiiva na teplotu vyssi, nez je teplota tani pojiva,
ale nizsi nez teplota degradace iontové vymeénnych Castic. Poté se smés zpracuje extruzi a
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lisovanim do podoby tenké plosné nebo trubkové membrany. Casto je do membrany integro-
vana stabiliza¢ni sitka, kterd pomaha udrzet jeji rozmérovou stabilitu, zejména pfi bobtnani.
Hlavni vyhodou heterogennich membran je nizka cena, chemickéd odolnost a vysoka mecha-

cvwvr

s homogennimi membranami [44,51].

Homogenni membrany

U homogennich membran se tentyz polymer vyuziva jak pro vytvofeni samotné membranové
struktury, tak i pro neseni iontové funkénich skupin, které jsou nezbytné pro selektivni transport
iontl. V celé tloust’ce membrany je materidl chemicky a strukturné stejnorody, coz znamena,
ze transportni odpor je rovhomérné rozlozen a kazda ¢ast membrany ptispiva k iontové vymené.
Typickymi ptiklady homogennich membran jsou EVAL, PMMA [30]. Jednou z moznosti vy-
roby membran je odliti polymeru obsahujiciho iontové vyménnou skupinu na inertni podlozku
(napft. sklo korozivzdorné oceli) ve formé tenkého filmu. Poté nésleduje odpateni rozpoustédla
a odstranéni vytvofené membrany z podlozky. Druhd metoda vyroby spociva v zavedeni ion-
tové vymeénné skupiny do jiz pripraveného polymerniho filmu pomoci chemické reakce. Ho-
mogenni membrany obvykle nabizi vyhody, jako je vysoka selektivita, vynikajici vodivost pro
ionty a nizky elektricky odpor. Mezi hlavni nevyhody vSak patii vysoké pofizovaci néklady a

niz$i mechanicka odolnost [44,52].

Kationtové a aniontové vyménné membrany

AEM propousti skrz membranu anionty a zadrzuji kationty. Anionty migruji kolem hlavniho
fetézce, ktery je spojeny polymerni kostrou a postrannim fetézcem tvofenym kationtovou sku-
pinou spojenou chemickymi vazbami, coZ umoziuje selektivni prenos aniontl a blokovani ka-
tiontl. AEM obecné vyzaduji vysokou elektrickou vodivost a dobrou tepelnou stabilitu. Rizné
funkéni skupiny urcuji elektrickou vodivost membrany. Spolecné (zejména funkéni skupiny)
uréuji chemickou stabilitu membrany. AEM maji zakladni vzorec RP-X", RP je zékladni poly-
merni skelet membrany, X* mize byt napf. -NH3" -NRH,*, -NRoH", -NP3*, -PR3", -SR>", R je
vodik nebo alkylova skupina [44,53].

Kationtové vyménné membrany propousti skrz membranu kationty a zadrzuji anionty. Poly-
merni fetézce CEM obsahuji skupiny s negativnim elektrickym ndbojem, obvykle ve forme
sulfokyselin, fosfatovych nebo karboxylovych skupin. Tyto membrany byvaji vétSinou homo-
genni, tedy slozené pouze z jednoho polymeru nebo statického kopolymeru. Piiprava membran

obvykle zahrnuje polymery s aromatickymi jadry, kterd Ize snadno sulfonovat, jako je naptiklad
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polystyren a jeho kopolymery. Membrany obsahuji funkcni skupiny pfipojené na zékladni ske-
let membran. Riazné funkéni skupiny ovlivituji kli¢ové vlastnosti membran, pficemz zejména

pusobi na jejich selektivitu a elektricky odpor [44,54].

1.2.3 Faktory ovliviiujici pribéh elektrodialyzy
patii elektrické parametry, vlastnosti roztoku a vlastnosti membran. Optimalizace vSech téchto

faktort je dulezita pro dosazeni efektivniho a ekonomicky vyhodného provozu elektrodialyzy

[43-45].

Elektrodialyza je ovlivnéna faktory, které 1ze rozdélit do n¢kolika hlavnich kategorii. Mezi nej-
vSech téchto faktort je dilezita pro dosazeni efektivniho a ekonomicky vyhodného provozu

elektrodialyzy [43-45].

Elektrické parametry

Mezi tyto parametry patii elektricka vodivost, aplikované napéti, aplikovany elektricky proud
a potencial. Tyto parametry jsou zasadni pro efektivni fungovani systému a ovliviiuji celkovou
ucinnost procesu elektrodialyzy. Obecné uinky kazdého parametru jsou zndmé a teoreticky
podlozené. Jak udava Nernst-Planckova rovnice, dominantnimi mechanismy transportu iontil v

procesu elektrodialyzy jsou difuze a migrace iontl [55-57].

Elektricky proud aplikovany na membrany urcuje pohyb iontii. Pokud vSak hustota proudu pie-
kro¢i hranici znamou jako mezni proudova hustota, miZze to vést ke zvySeni elektrického od-
poru a poskozeni membrany. Vodivost roztoku je dalSim dileZitym faktorem. Vys$si vodivost
obvykle umoziuje lepsi transport iontl. Je ovlivnéna koncentraci iontd v roztoku tzn. vice iontil

obecné znamena vyssi vodivost [55-57].

Aplikované napéti a potencidl také hraji vyznamnou roli. Pfi velmi nizkém napéti je pfenos
iontl zanedbatelny kvili elektrickému odporu iontoméni¢ovych membran, pii vyssich apliko-
vanych napétich se procento odstranéni iontd zvySuje. Ne vSechny ionty jsou vSak ovlivnény
napétim stejné, razné reakce iontd jsou vysledkem riznych difuzivit iontl a riiznych interakci

ion-ion v roztoku a ve fazich iontoménicové membrany [55-57].
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Vlastnosti roztoku

Zejména jsou dulezité: koncentrace iontl, teplota a pH. Koncentrace iontli ovliviiuje transportni
mechanismy, jako je difuze a elektro-migrace. Zvyseni teploty zlepSuje vodivost a snizuje vis-
kozitu, coz vede k efektivnéjsi separaci. Pouziti teplotniho gradientu pies membranu miize vést
k termoelektrickému efektu, ktery 1ze vyuzit jako elektrickou praci. Tento teplotni gradient ne-
musi nutné vést k vyvoji koncentracniho gradientu pfes membranu. Pokud je kromé teplotniho
gradientu aplikovan i potencidlovy nebo koncentracni gradient, mize byt selektivni transport
iontl zesilen kombinaci Gcinki teplotnich gradientii s dal§imi transportnimi jevy v systému.
S vyssi teplotou roste difuzivita iontl v roztoku, coz zvysuje celkovy proud a uc¢innost separace

iontd [58-59].

Transport a filtrace hydroniovych a hydroxidovych ionti béhem upravy vody, spolu s disociaci
vody, mohou vést k nezddouci kyselosti nebo zasaditosti produktu, kompromitovat naboj mem-
brany nebo zvysit tendenci k zanaseni membrany. Na druhou stranu, odchylky pH mohou byt

vyuzity k optimalizaci specifikace slabych kyselin/zasad a zlepSeni u€innosti [58-59].

1.2.4 Konkrétni priklady vyuziti elektrodialyzy v biotechnologickych aplikacich

Elektrodialyza s bipolirni membranou pro purifikaci bioaktivnich peptidi

Elektrodialyza s bipolarni membranou (EDBM) byla vyuZita pro purifikaci bioaktivnich pep-
tidG hovéziho hemoglobinu s antimikrobialnimi u¢inky po jeho enzymatické hydrolyze. Bipo-
larni membrany generuji ionty H' pfi disociaci vody elektrickym polem vyvolavajicim okyse-

leni roztoku na kationtovém rozhrani bipolarni membrany [63].

Z vysledki studie bylo prokézano, Ze hydrolyza v EDBM ma stejny enzymaticky mechanismus
jako konvenéni hydrolyza. EDBM umoznila purifikaci peptidu a137-141 bez zanaSeni mem-
brany a s minimalnim odporem neZ konvencni hydrolyza. Tato nova aplikace EDBM pro puri-
fikaci a137-141 z vedlejsiho jatecniho produktu ma velké uplatnéni do budoucna v hospodai-
stvi. Hemoglobin z krve totiz po hydrolyze umoziuje bioprodukei aktivnich peptida, které 1ze

nasledné pouzit v mase nebo masnych vyrobcich pro jejich konzervaci [63].
Izolace laktoferinu a imunoglobulint z mlé¢né syrovatky

Typickou separacni metodou syrovatkovych bilkovin je chromatografie, jejiz nevyhodou je
vSak zanaSeni kolony a vysoké naklady. Ve srovnani s chromatografii miize byt tlakove fizena

membranova filtrace finanéné vyhodnéjsi, ale ma nizkou selektivitu. Pro zlepSeni selektivity
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filtra¢ni metody byla navrzena elektrodialyza s filtracni membranou (EDFM) [61]. Pouziti elek-
trodialyzy k separaci proteinti v kombinaci s filtracni membranou poprvé navrhla spole¢nost
Gradipore, ktera ukazala, ze tento pfistup lze vyuzit k separaci imunoglobulinu G z lidské
plazmy, proteinti z vajecného bilku a hemoglobinu ze smési s hovézim sérovym albuminem.
Vzhledem k relativné vysoké molekulové hmotnosti proteintl je intenzita elektrického pole po-
tiebna k jejich piesunu pfes membranu vysoka (10 V/em az 2000 V/cm). Proto se musi pouzivat
nenabité membrany, aby se zabrénilo Stépeni vody, pficemz Gradipore vyuzila polyakrylami-
dové membrany, jejichz vyroba je vSak obtizna kvili nutnosti pracovat v bezkyslikovych pod-

minkach [64].

Roztok s agregovanym laktoferinem a dal$imi mléénymi bilkovinami nasledné prochdzi fil-
tracni membranou, pficemz mensi proteiny mohou pies membranu projit, zatimco vetsi, jako je
laktoferin a imunoglobuliny, jsou zadrzeny. U této metody se od roku 2020 zkouma, zda Ize
ziskat produkt s vy3$§im obsahem imunoglobulint a laktoferinu [64]. Uginnost dialyzy vsak
muze postupné klesat, zejména v dusledku agregace proteinll, zanaSeni membrany, ptipadné
nevhodné intenzity elektrického pole nebo zmén slozeni roztoku, které ovliviiuji ndboj a roz-

pustnost proteint, a tim i jejich separaci [64].

Izolace oxymatrinu ze simulovaného vyluhu elektrodialyzou s ultrafiltraéni membranou

Tradi¢ni ¢inska vyuziva pro lécbu biologicky aktivni molekuly, izolované obvykle z rostlin-
nych zdroju jako alkaloidy, aminokyseliny a flavonoidy, jejichZ separace je slozita kvuli riz-
nym nabojiim pii rdzném pH. Tradi¢ni metody, jako chromatografie, maji nizkou uc¢innost, coz
vede k nizké Cistoté a vytéZnosti. Oxymatrin, vyznamny alkaloid s protinddorovymi, protiza-
nétlivymi a antivirovymi U€inky, je pii nizkém pH kationt, coz ztéZuje jeho izolaci. Vzhledem
k tomu, Ze prolin byl pfitomen v eludtu spolu s oxymatrinem, jeho Gnik pfes membranu byl
nezéadouci, protoZe by mohl kontaminovat findlni produkt a snizit G¢innost izolace oxymatrinu

[65].

V tomto vyzkumu byl navrZen novy proces elektrodialyzy s ultrafiltraéni membranou (EDUF)
pro efektivni izolaci oxymatrinu z eluatu Sophora flavescens, ktery obsahoval oxymatrin, prolin
a anorganické soli, jako je chlorid sodny. Experimenty ukézaly, ze spravny vybér velikosti
membrany umoziuje efektivni separaci oxymatrinu na zaklad¢ jeho velikosti a naboje. Pti op-
timalnich podminkach bylo dosazeno vysoké ti€innosti separace oxymatrinu a souc¢asné mini-

malizovan Unik prolinu. Po izolaci oxymatrinu bylo nutné provést desalinizaci pomoci
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konvencni elektrodialyzy, aby se zvysila jeho Cistota. Tento novy proces nabizi vysokou sepa-
racni ucinnost, nizkou energetickou naro¢nost a moznost recyklace anorganickych slozek, ¢imz
prispiva k rozvoji efektivnéjSich metod pro izolaci bioaktivnich slozek z tradi¢ni ¢inské medi-

ciny [65].

1.2.5 Rychly mikro-rovnovazny dialyzér

Fast Microequilibrium Dialyzer (FMED ), neboli rychly mikro-rovnovazny dialyzér, je rovno-
vazna dialyza¢ni komora urcend pro rychlou dialyzu malych vzorkl (25-1500 pl), idealni pro
vazebné testy a studie molekularnich interakci. Tyto studie se zamé&fuji na interakce mezi mo-
lekulami, jako jsou léky a proteiny, nebo DNA a ligandy, a jsou dilezité pro pochopeni biolo-
gickych procest a vyvoj novych 1é¢iv. FMED umoziuje efektivni méfeni koncentrace volného

nebo vazaného analytu [66].

Velky pomér povrchu membrany k objemu umozituje rychlejsi dosazeni rovnovahy a tim 1
zkraceni doby dialyzy. Inertni materidl PTFE (polytetrafluorethylen) zajistuje maximalni re-
tenci vzorku, odolava chemikaliim a teplu, a umoznuje sterilizaci dialyzéru v autoklavu pro
opakované pouziti. Dialyzér vyrobeny z PTFE se sklada z dialyzac¢ni a spojovaci komory o
stejném objemu a dvou pevnych uzavért (viz obrazek 8). Membrana je umisténa mezi spojo-
vaci a dialyza¢ni komoru pfed pouzitim. Pfi vazebnych studiich jedna komora obsahuje véza-
nou molekulu, zatimco druha obsahuje afinitni ligand. Afinitni ligand voln¢ prochézi membra-
nou a vaze se na vazanou molekulu. Jakmile je komplex vytvofen, je ptili§ velky na to, aby
proSel membranou, a zlstava ve své komote. Po dosaZeni rovnovahy se komory oteviou na

kazdém konci pro vyjmuti vzorki k analyze, naptiklad pro stanoveni vazebné afinity [66].

Uzavér

Spojoraci komora

Télova komora

Uzavér

Obrazek 8: Schéma a popis FMED. Prevzato a upraveno z: [66].
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Pted pouzitim FMED je nutné umistit a upevnit membranu mezi ob¢ komory. Poté se davkuje
vzorek do spojovaci komory, ktera se uzavie. Z druh¢ strany se do komory ptidé pufr a komora
se uzavie (obrazek 9). Po skonceni separace se odSroubuje uzavér a odeberou se roztoky z obou

komor.

-

...|l’

1) Umisténi membrany mezi 2) VloZeni vzorku do spojovaci 3) Vieleni pufru do télové
komory a utésnéni komory a uzavieni dotafenim  komory. Uzavieni komory
seirouboyvinim uzaven dotakerum uzaveru
Obrdazek 9: Postup pripravy mikroelektrodialyzéru k méreni. Prevzato a upraveno z: [66].
Dialyzér nabizi nékolik vyhod, mezi které pati snadné pouziti, opakovana pouzitelnost, inert-
nost vi¢i proteiniim, nizké vazba proteinli (nespecificka sorpce na material dialyzéru). Dialyzér
je idealni pro rtizné aplikace, vCetné vazebnych testll napt. protein-lé¢ivo, protein-protein a

protein-DNA [66].

1.2.6 Membrany pouZivané pro mikrodialyzér
Membrany pro FMED jsou dodavany suché, aby se prodlouzila jejich trvanlivost. Nejcasteji

pouzivané¢ membrany jsou uvedeny v tabulce 4.
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Tabulka 4: Membrany pouzivané pro FMED. Prevzato a upraveno z: [66].

Material membrany

Popis

Regenerovana celuléza

Membrany vyrobené z vysoce stabilni celuldzy,
odolné vii¢i rozpoustédlim a inertni vaci protei-
nim, ¢imz je zajiSténa maximalni retence vzorku.
Dostupné v MWCO od 1 do 50 kDa. Membrany s
mén¢ definovanou velikosti port.

Acetat celulozy

Membrany jsou vyrobené z piirodni celuldzy, ide-
alni pro pouziti s vodnymi roztoky. Tyto membrany
jsou inertni viici proteiniim a zajist'uji vysokou re-
tenci vzorku. Nejsou uréeny pro pouziti s organic-
kymi rozpoustédly. Dostupné v MWCO od 500 Da
do 300 kDa, maji vice definovanou velikost porti
nez membrany z regenerované celuldzy.

Polykarbonat

Membrany jsou chemicky odolné a idealni pro po-
uziti s kyselinami a organickymi rozpoustédly. Po-
lykarbonatové membrany jsou dostupné s ostie de-
finovanymi velikostmi pori v rozmezi od 0,01 pum
do 0,60 pm.

1.2.6 Priklady aplikaci mikroelektrodialyzy v biotechnologii

Studium interakci 1é¢ivo-protein s vyuzitim mikrodialyzéru

Michalcova a Glatz (2015) pouzili metodu mikrodialyzy, konkrétné FMED, k analyze interakci

mezi bovinnim sérovym albuminem (BSA) a kyselinou salicylovou (SA). V tomto ptipadé¢ byla

provedena dialyza vzorkli BSA s riznymi koncentracemi SA proti boratovému pufru, coz

umoznilo dosazeni rovnovahy béhem 2 hodin za konstantniho michani [67].

Mikrodialyzér byl vybaven semipermeabilni membranou z regenerované celul6zy s cut-off 10

kDa, coz zajistovalo selektivni priichod malych molekul, konkrétné SA, mezi komorami, za-

timco BSA bylo zadrzeno. Tato metoda poskytuje pfesné udaje o koncentracich volného a va-

zan¢ho 1€ku, které byly nésledné analyzovany pomoci kalibra¢ni kiivky s vyuZitim kapilarni

elektroforézy [67].

Vyhody pouziti mikrodialyzeri jsou vysoka u¢innost a moznosti vyuziti pro vysokokapacitni

testovani v ranych fazich vyvoje 1ékt [67].
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Méreni koncentrace volného tyroxinu v séru

Ribera a kol. (2023) se zam¢fili na porovnani riznych typl dialyza¢nich zafizeni, konkrétné
mikrodialyzéru a FMED pro méfeni koncentrace volného tyroxinu (FT4) v séru [68]. Zatimco
mikrodialyzéry dokéazaly dosahnout rovnovéahy po 4-5 hodinach, jejich vysledky vykazovaly
nepiesnost nad 5 %, coz je limit pro referencni méteni. FMED, navzdory rychlej$imu navrhu,
ukézaly vyraznou variabilitu a nizkou ptesnost, s odchylkou az 18,1 % a neptesnosti ptes 20
%, coz je pro referencni méefeni nepiijatelné. Macro 1S je specifickd analyticka technika, ktera
je validovana pro piesné stanoveni koncentraci FT4 v klinickych laboratofich a je povazovana
za velmi spolehlivou pro diagnostické ucely diky své nizké variabilit¢ a vysoké presnosti mé-
feni. Cilem bylo zajistit pfesnost a stabilitu méfeni FT4, jako vhodnéjsi se osvédcila dialyza

s vyuzitim mikrodialyzéru [68].
Studie afinity vankomycinu na plazmatické bilkoviny

Stove a kol. (2015) ve své studii zkoumali vazbu 1é¢iv na plazmatické bilkoviny. Z biologic-
kého hlediska je vyznamna ptfedevsim volna (nevazand) frakce 1éCiva, kterd je schopna difun-
dovat do cilovych tkéni a navazat se na ptislusné receptory. U nekterych skupin pacientd, jako
jsou naptiklad kriticky nemocni, dochéazi vlivem hypoproteinémie k vyraznym zméndm v mife
vazby lé¢iv na bilkoviny. Tento efekt je diileZity u 1é¢iv s vysokou mirou vazby, jako je vanko-
mycin, kdy zména vézané a nevazané frakce miiZze zdsadn¢ ovlivnit jeho distribuci a clearance.
Ptestoze by stanoveni volné frakce mohlo zlepSit optimalizaci davkovani, v klinické praxi se

vetSinou monitoruji pouze celkové koncentrace [69].

Cilem studie bylo posoudit vliv teploty na miru vazby vankomycinu na plazmatické bilkoviny
a porovnat kterd z metod (rovnovaznou dialyza a ultrafiltrace) je piesnéjsi pro urceni afinity
vankomycinu. VétSina pacientii dostavala vankomycin kontinualni infuzi. Kromé standardnich
vzorki byly pouzity i vzorky s vyssi koncentraci imunoglobulinu A (IgA), aby byl zhodnocen

vliv jednotlivych plazmatickych proteinti na vazbu vankomycinu [69].

Rovnovazna dialyza byla provedena za pouziti FMED od spole¢nosti Harvard Apparatus. Tyto
znovupouzitelné teflonové zatizeni obsahuji dvé komory (kazda o objemu 500 pL), oddélené
semipermeabilni membranou z regenerované celuldzy s mezni propustnosti 25 kDa. Jedna ko-
mora byla naplnéna sérem nebo plazmou a druha komora obsahovala dialyzacni puftr. Dialyza

probihala 24 hodin pfi konstantni teplot¢ 37+0,1 °C za michani ve vodni lazni.
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Reprodukovatelnost metody byla ovéfena na péti identickych vzorcich a vykazovala variaéni

koeficient 5,4 % [69].

Vysledky studie ukazaly, ze teplota ma vyznamny vliv na vazbu vankomycinu na plazmatické
bilkoviny, a tedy i na stanoveni volné frakce. Dale se ukazalo, ze pfitomnost nékterych proteind,
zejména zvySené koncentrace IgA (naptiklad u pacientli s myelomem), mize vyznamné ovliv-
nit vysledky. Autofi rovnéz poukazali na to, ze ultrafiltrace sice pfedstavuje rychlejsi metodu,
ale je nachylnéjsi k adsorpci 1éCiva na filtr a k ovlivnéni vnéjsimi podminkami. Naopak rovno-
vazna dialyza, zejména s vyuzitim FMED, poskytuje reprodukovatelné vysledky, a proto zi-

stava referencni metodou pro stanoveni volné frakce 1€civ [69].

Vazebna studie testosteronu

Fiers a kol. (2015) porovnavali riizné metody pro méteni testosteronu ve slinach a porovnavali
je s metodami méteni v séru, jako je LC-MS/MS a rovnovéazna dialyza. Cilem bylo zjistit, zda
1ze testosteron obsazeny ve slinach pouzit jako ndhradu za méfeni volného testosteronu v séru,
kviili mén¢ invazivnimu odbéru vzorku. K testovani riznych sbérovych metod vzork slin po-
uzili Salimetrix kit, pfi¢emz pouzili i FMED coz je zafizeni pro rychlou separaci slozek ve

vzorcich [70].

FMED umoziiuje rychlou separaci testosteronu ve slinach, ¢imz oddé€luje testosteron vazany na
proteiny od volného testosteronu. Ukézalo se, ze pasivni slinéni je nejlepsi metodou pro sbér
vzorkl slin pro analyzu testosteronu. Vysledky ukazaly, Ze testosteron ve slinach vykazuje slus-
nou korelaci s volnym testosteronem v séru u muzi, ale u zen byly hodnoty vyssi nez oceka-

vané, coz bylo pficitano vazbé na proteiny ve slinach [70].

Studie ukazala, ze ackoli FMED je ti¢innou metodou pro separaci testosteronu ve slinach, u zen
to nelze povaZzovat za ptfimou nadhradu volného testosteronu v séru. Tento rozdil je disledkem
specifického vazani testosteronu na proteiny obsazené ve slinach, coz je faktor, ktery je tieba

zohlednit pfi klinickych studiich slinného testosteronu [70].
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1.3 Srovnani dialyzy s elektrodialyzou

1.3.1 Ekonomické naklady na provoz

Ekonomické naklady spojené s provozem dialyzy zahrnuji ndklady na dialyzéry, pufry a rea-
gencie, stejn¢ jako naklady na tdrzbu zafizeni. Laboratorni dialyza mtize byt vyhodnéjsi pro
malé objemy diky niz$im pocatecnim a provoznim nakladiim, zatimco elektrodialyza se uka-
zuje jako nakladove efektivnéjsi pro rozsahlejsi procesy. Volba mezi témito metodami zavisi

na specifické aplikaci a rozsahu

Ekonomické néklady na provoz elektrodialyzy jsou ovlivnény né¢kolika faktory. Spotieba ener-
gie je jednim z hlavnich nékladu, jelikoz elektrodialyza vyzaduje elektrickou energii pro provoz
membran a Cerpadel. Optimalizace energetické spotieby mliZze vyrazné€ snizit provozni naklady.
Dal$imi vyznamnymi ndklady jsou ndklady na membrany, které zahrnuji nejen potizovaci cenu,
ale také naklady na drzbu a vyménu. Pravidelna udrzba a opravy zatizeni, vetné ¢isténi mem-
bran a kontroly ¢erpadel, jsou rovnéz podstatnymi naklady. Nékteré procesy elektrodialyzy mo-
hou vyzadovat pouziti chemikalii pro tpravu pH nebo odstranéni usazenin na membranach.

Persondlni ndklady zahrnuji mzdy, Skoleni a dalsi benefity pro kvalifikovany persondl [72-74].

Porovnani dialyzy s elektrodialyzou ukazuje, ze elektrodialyza mtize byt ekologicky efektiv-
néjsi a ekonomicky vyhodnéjsi, coZ podporuje jeji vyuziti v primyslovych aplikacich Tabulka

5 poskytuje prehledné srovnani vyhod a nevyhod dialyzy a elektrodialyzy.
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Tabulka 5: Porovnani vyhod a nevyhod u dialyzy a elektrodialyzy. Upraveno a ptevzato z: [75-79].

Metoda

Vyhody

Nevyhody

Dialyza

Jednoducha aparatura, ktera je
rychle sestavitelnd. Metoda je
Setrnd a neposSkozuje citlivé
molekuly, je univerzalni pro
rizné typy molekul a je Siroce
dostupna.

Proces dialyzy je pomérné po-
maly a omezeny, separace
podle na rozdilné molekulové
hmotnosti. Metoda se ¢asto ne-
vyuziva, mize dochazet ke za-
neseni membrany.

Elektrodialyza

Probih4 ucinna separace iontd,
lze snadno zvySovat kapacitu.
Metoda je uspornd z hlediska
energie a Siroce se vyuziva pro
ruzné aplikace.

Metoda je urcena pouze pro
iontové slouceniny. Snadno
muze dochazet ke zaneseni
membrany. Instalace zatfizeni
souvisi 1 vyssi pofizovaci na-
klady. FElektrodialyza muze
zpusobit zmény pH.
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2 CiLE PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zavést a optimalizovat metodu mikroelektrodialyzy
pro separaci proteini a nasledné vyhodnotit u€innost separace na zakladé riznych experimen-

talnich podminek. Konkrétni cile byly nésledujici:

1. Sestaveni aparatury pro mikroelektrodialyzu a jeji spravné nastaveni pro separaci pro-
teint, véetné vyberu vhodného typu membran.

2. Optimalizace podminek pro separaci jednotlivého proteinu (BSA), a to testovanim riz-
nych parametrd, jako jsou pH, napéti a doba dialyzy, s cilem nalézt nejicinnéjsi pod-
minky pro separaci.

3. Ovéfeni G€innosti separace smési proteintl, zahrnujici BSA a a-chymotrypsinogen A, a
to za riznych experimentalnich podminek.

4. Zhodnoceni moznosti opakovaného pouziti membran a jejich regenerace pro udrZeni
efektivity separace.

5. Aplikace metody mikroelektrodialyzy pro separaci nenavazaného proteinu pii imobili-
zaci a-chymotrypsinogenu A (CHTa) na nanocastice z kyseliny hyaluronové (HANPS)
a porovnani elektrodialyzy se separaci pomoci centrifugac¢nich odsolovacich mikroko-

lon.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Seznam laboratorniho vybaveni
* Analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Gottingen, Némecko)

 Aparatura pro diskontinudlni elektroforetickou separaci Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-
Rad, CA, USA)

» Automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
* Centrifugacni zatizeni MiniSpin Plus (Merck, Eppendorf, Darmstadt, Némecko)

* Destila¢ni zafizeni pro upravu Cistoty vody (zasobnik s redestilovanou vodou) Halios 40 Type

1 (Neptec, Elbtal, Némecko)

* Laboratorni tfepacky: multifunkéni Orbital Shaker PSU-20i (BioSan SIA, Riga, Lotyssko),
Vortex mixer Wx (VELP Scientifica, Usmate, Italy), Mini-rotator Bio RS-24 (BioSan SIA,
Riga, Lotyssko)

» Magnetické michadlo s ohfevem model MSH-300 (Biosan SIA., Riga, Loty$sko)

« Mikrozkumavky (BioTech a.s., Praha, CR a Eppendorf, Hamburg, Némecko)

* pH metr model Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)

* Predvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

* Skla Mini-PROTEAN® Spacer Plates with 0,75 mm Integrated Spacers (Bio-Rad, CA, USA)
» Termostat (Biosan SIA., Riga, LotySsko)

* Zdroj napéti Power-Pac Basic (Bio-Rad, CA, USA)

» Zobrazovaci systém pro denzitometrické vyhodnoceni gelit G:BOX Chemi XX6 (CCD ka-

mera s GeneSys a GeneTools softwarem) (Syngene, USA)
» UV/VIS spektrofotometr Libra S22 (Biochrom Ltd., UK)

Seznam laboratorniho vybaveni pro mikroelektrodialyzu

* PS300B Power Supply (Hoefer Inc., Bridgewater, MA, USA) — zdroj stejnosmérného napéti

s moznosti nastaveni konstantniho napéti nebo proudu.

» Fast Micro-Equilibrium Dialyzers (mikroelektrodialyzéry, Harvard Apparatus, Holliston,
MA, USA)
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* Membrany pro mikroelektrodialyzu: Pouzity byly membrany z regenerované celulozy a celu-
16zového acetatu s MWCO 2, 10, 25, 50 a 100 kDa. Membrany byly kompatibilni s mikrodia-
lyzéry od spolecnosti (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA). Tyto membrany jsou vhodné
pro rovnovaznou dialyzu malych objemu (25-1500 pl) a jsou idedlni pro separaci proteini na

zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti.

* Dialyzacni stfivko z regenerované celuldzy - Dialysis tubing, cut-off 14 kDa (Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA)
 Aparatura ElectroPrep Electrodialysis System (Harvard Apparatus, USA)

Seznam chemikalii

 2x Laemmli Sample Buffer (roztok G, BioRad, CA, USA)

* Bradford Reagent (Bradfordovo ¢inidlo, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
» Akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

« Citronan sodny (LachNer, Neratovice, CR)

* Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva, Heidelberg, Némecko)

* Destilovana voda, redestilovana voda

« Dodecylsiran sodny, SDS (Lachema, Neratovice, CR)

 Ethanol (96%, Cisty, Penta, Chrudim, CR)

« Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrét (Lach-Ner, Neratovice, CR)
« Kyselina citronova bezvoda (Lach-Ner, Neratovice, CR)

+ Kyselina octova (99% Penta, Chrudim, CR)

+ Methanol (Penta, Chrudim, CR)

* N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin, TEMED (Bio-Rad, CA, USA)

* N,N’"-methylen-bis-akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

* Peroxodisiran amonny, APS (Penta, Chrudim, CR)

» Standard molekulovych hmotnosti (10—250 kDa) Precision Plus Protein Dual Color Standards
(Bio-Rad, CA, USA)
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* a-chymotrypsinogen A (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

* BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pracovni roztoky

* 0,1M PBS pufr pH 7,4

* 0,IM glycinovy pufr pH 3,5, 7,9

* 0,1M kyselina citronova

* IM Tris-HCI, pH 9,4

* BSA 1 mg/ml v PBS pH 7,4

* BSA 1 mg/ml v 0,1M glycinovém pufru pH 3, 5,7 a9

* a-chymotrypsinogen A 1 mg/ml v 0,1M glycinovém pufru pH 3,5,7 a9

3.1 Usporadani mikrodialyzéru

Mikroelektrodialyzac¢ni aparatura byla sestavena pomoci dvou zatfizeni od firmy Harvard Ap-
paratus — dialyza¢ni jednotky mikroelektrodialyzéru (Fast Micro-Equilibrium Dialyzer,
FMED) a elektrodialyza¢niho systému ElectroPrep. Nejprve byl sestaven samotny mikroelek-
trodialyzér, ktery se sklada minimalné ze dvou komor. Mezi tyto komory byla vloZzena mem-
brana s definovanou mezni relativni molekulovou hmotnosti. Po vlozeni membrany byly ko-
mory seSroubovany. Do kazdé z komor byl nésledné ptidan stejny objem roztoku — standardné
250 pl. Dialyza¢ni komora (obrazek 10a), prostor v komote oznacovan jako cela 1, do které byl

pipetovan roztok obsahujici testovany protein. Na horni okraj této komory byla poté opét umis-

téna membrana a komora byla uzaviena utahnutim uzavéru.

,/'

Obrazek 10: Dialyzacni komory. a) dialyzacni komora, b) spojovaci komora.
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Spojovaci komora (obrazek 10b), prostor v komote oznacovan jako cela 2 do které byl pipeto-
van dialyzacni roztok — nejéastéji vhodny pufr o stejné hodnoté pH jako v okolnim systému.
Komora byla uzaviena druhou membranou a vickem. Obé komory byly pfipraveny k vloZeni
do elektrodialyzacniho zafizeni. K méteni byly vyuZivany mikrodialyzéry o objemu 250 pl
(mikroelektrodialyza jednoho proteinu a smési proteint) a 1500 pl (mikroelektrodialyza pro
separaci nenavazané¢ho proteinu pfi imobilizaci a-chymotrypsinogenu A na nanocastice z ky-

seliny hyaluronové) viz obrazek 11.

Obrazek 11: Porovnani mikroelektrodialyzerii. 1500 ul (vievo) a 250 ul (vpravo).

Kompletni dialyzér byl nasledné umistén do aparatury ElectroPrep. Dtlezité bylo spravné na-
smérovani: dialyza¢ni komora byla orientovana smérem ke katod¢, zatimco spojovaci komora

smétovala k anodé¢ (obrazek 12).

Obrdazek 12: Zapojena aparatura pro mikroelektrodialyzy.

Vana pro elektrodialyzu byla nasledné naplnéna elektrodovym pufr, a to tak, aby byly ponoieny
ob¢ komory dialyzéru. Pouzity pufr mél shodné pH jako ten, ktery byl pipetovan do spojovaci
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komory. Bylo nutné zajistit, aby uvnitt systému nezistaly zadné¢ vzduchové bubliny. Po sprav-
ném usazeni a naplnéni byl systém ptipojen ke zdroji napéti Hoefer 300, kde byly nastaveny

pozadované podminky (napéti, proud, cas).
3.2 Membrany

Pro experimenty byly pouzity dva typy polopropustnych membran, které se liSily jak materia-
lem, tak hodnotou MWCO. Membrany z acetéat-celulozy byly vyuzivany jako prostfedni mem-
brana mezi dialyzacni a spojovaci komorou, zatimco membrany z regenerované celulozy slou-
zily k uzavteni celého mikroelektrodialyza¢niho systému z vngj$i strany. Pied sestavenim mi-
krodialyzéru byla mezi ob¢ komory vloZzena membrana z acetat-celulozy s MWCO 100 kDa
(obrazek 13a). Poté byly komory sesroubovany. Do dialyza¢ni komory (cela 1) byl nasledné
napipetovan vzorek o definovaném objemu a koncentraci. Tato komora byla pfekryta membra-
nou z regenerované celulozy s MWCO 10 kDa (obrazek 13c), nebo stitivkem o MWCO 14 kDa
(obrazek 13b) a utésnéna uzaveérem. Do spojovaci komory (cela 2) byl ptidan definovany objem

pufru. Komora byla ptekryta 10kDa membranou nebo 14kDa stiivkem a opét utésnéna uzave-

rem.

Obrdzek 13: a) membrana z acetat-celulozy s MWCO 100 kDa, b) dialyzacni stiivko s MWCO 14 kDa,
¢) membrana z regenerované celulozy 10 kDa.
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3.3 Mikroelektrodialyza roztoku jednoho proteinu
Pouzité roztoky

* roztok BSA 1 mg/ml v PBS pH 7,4

* roztok BSA 1 mg/ml v 0,1M glycinovém pufru pH 3 a9
*0,IM PBS pH 7,4

* 0,1IM glycinovy pufr pH 3 apH 9

Roztok bovinniho sérového albuminu (BSA) o koncentraci 1 mg/ml byl ptfipraven v pfislusném
pufru. Mezi dvé komory mikroelektrodialyzéru byla vloZena polopropustnd membrana z acetét-
celulozy s mezni relativni molekulovou hmotnosti (MWCO) 100 kDa a komory byly nasledné
mechanicky spojeny. Do prvni cely bylo napipetovano 250 pl roztoku BSA, otvor byl piekryt
membranou z regenerované celulézy s MWCO 10 kDa (pripadné stiivkem s MWCO 14 kDa)
a byla utésnéna uzavérem. Do druhé cely bylo pfidano 250 pl pufru, komora byla rovnéz pte-
kryta membranou nebo stfivkem a utésnéna uzavérem. Mikroelektrodialyzér byl vlozen do
vany pro elektrodialyzu ElectroPrep tak, aby dialyza¢ni komora (cela 1) sméfovala k zaporné

nabité elektrod¢ a spojovaci komora (cela 2) ke kladné nabité elektrodé€ viz obrazek 14.

10 KDa membrana 100 ¥Da 10 Ka membrana
(14 kDa stiivko) membrina (14 kDa stiivkc)

[ cela 1 I cela 2 ]

Obrazek 14: Schéma mikroelektrodialyzéru.

Vana pro elektrodialyzu byla naplnéna pufrem tak, aby byl mikroelektrodialyzér zcela ponoten.
Vana byla pfipojena ke zdroji napéti. Méfeni probihalo pfi proudu 5-30 mA, napéti 10-100 V a
¢asu 5-20 minut. Po kazdém méfeni byly pouZzité membrany dikladné proplachnuty cerstvym
pufrem. Pfi méfenich provadénych v prostfedi o pH 3 bylo uspofadani komor obraceno, tedy
dialyza¢ni komora smétfovala ke kladné nabité elektrod¢ a spojovaci komora k zaporné. Po
méieni byly vzdy odebrany frakce z obou komor a byla v nich stanovena koncentrace proteini
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metodou dle Bradfordové a byly analyzovany pomoci polyakrylamidové gelové elektroforézy

v prostiedi dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE).

3.3.1 Metoda stanoveni celkové koncentrace proteinu dle Bradfordové

Chemikalie a roztoky
* Bradford Reagent (Bradfordovo Cinidlo, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

* roztok BSA, a-chymotrypsinogenu A, oba v rozmezi koncentrace 0,1-1,25 mg/ml v 0,1 M

glycinovém pufru pH 3, 5, 7,9 a 0,1M PBS pH 7,2
Pracovni postup

Do mikrozkumavky o objemu 200 pl bylo pipetovano 100 pl proteinového roztoku k nému
bylo ptidano 100 pl Bradfordova ¢inidla, obsah zkumavky byl promichan na vortexu, vzorky
byly piepipetovany do mikrotitracni desticky a inkubovany pfi laboratorni teploté¢ po dobu 10
minut. Po inkubaci byla zmétfena absorbance vzorkl na spektrofotometru pfi vinové délce 595
nm. Z piipravené kalibra¢ni fady BSA byla nasledné vypoctena koncentrace proteinu ve vzorku

pted a po mikroelektrodialyze.

3.3.2 Polyakrylamidova gelova elektroforéza v prostiedi dodecylsulfatu sodného

Chemikalie a roztoky

* Destilovana voda

* Ethanol

* Roztok A (30% smés akrylamidu a bisakrylamidu)

* Roztok B (1,5M Tris-HCI, pH 8,8)

* Roztok C (1M Tris-HCI, pH 6,8)

* Roztok D (10% roztok SDS)

* Roztok E (10% roztok APS)

* TEMED

* Elektrodovy pufr (0,025M Tris, 0,192M glycin, 0,1% SDS, pH 8,3-8,6)

* Fixacni roztok (5% kyselina octova, 50% ethanol)

* Roztok barviva Coomassie Blue (0,001% Coomassie Brilliant Blue R-250, 50%
methanol, 10% kyselina octova)

* Odbarvovaci roztok (0,1% kyselina octova, 14% methanol)
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Pracovni postup:

Skla pro gely byla omyta, ocisténa ethanolem a upevnéna do stojanku, spodni strana zalepena
parafilmem. Byly smichdny roztoky pro piipravu geld dle tabulky 6. Byl pfipraven 12% délici
gel a 5% zaostfovaci gel. Jako prvni byl pipetovan délici gel mezi skla, byl prevrstven destilo-
vanou vodou, dokud nedoslo k polymerizaci, poté byla voda odsata filtracnim papirem. Na-
sledné€ byl na pipetovan zaostiovaci gel. Poté byl vlozen hiebinek pro vytvofeni jamek pro dav-

kovani vzorka.Tabulka 6: Ptiprava dé€liciho a zaostfovaciho gelu

Roztok Destilovana | Roztok | Roz- Roztok | Roztok | Roztok | TEMED
voda A tok B C D E
12% délici gel 3,36 ml 4ml |25ml - 0,1ml | 0,1 ml | 0,004 ml
(na 2 gely)
5% Zaostrovaci 2,1 ml 0,5 ml - 0,375 ml | 0,03ml | 0,03 ml | 0,003 ml
gel (na 2 gely)

Vzorky z jednotlivych frakci byly pipetovany po 10 pl do mikrozkumavek, ke kterym bylo pfi-
dano 10 pl roztoku G. Poté byly vzorky inkubovany 3 minuty v termobloku pti 100 °C.

Po ptipravé byly gely umistény do elektroforetické vany, hiebinek vytazen a jamky proplach-
nuty elektroforetickym pufrem. Vzorky byly naneseny do jamek, elektroforéza probihala pii
napéti 180 V, 30 mA na kazdy gel po dobu 60 minut. Hotové gely byly oplachnuty destilovanou
vodou, vlozily se do misek s folii a navlhé¢enymi papirovymi utérkami. Gely mohly byt ihned

pouzity, nebo se uchovavaly pfti 4 °C.

Po elektroforéze byly gely fixovany fixacnim roztokem po dobu 30 minut, nasledné rehydrato-
vany 30 minut v destilované vodé. Poté byly 10 minut barveny roztokem Coomassie Brilliant
Blue a néasledné promyvéany v odbarvovacim roztoku, ktery byl nékolikrdt vyménén.

Vizualizace proteinovych pruhti prob€hla pomoci stanice G:BOX a programu GeneSys.

3.4 Mikroelektrodialyza smési proteinii
Pracovni roztoky

* 0,1M glycinovy pufrpH 3, 5,7, 9
* roztok BSA o koncentraci 0,1-1,25 mg/ml v 0,1M glycinovém pufru pH 3,5,7 a9

* roztok a-chymotrypsinogenu A o koncentraci 0,1-1,25 mg/ml v 0,1M glycinovém pufru pH
3,5,7a9
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Roztoky proteini BSA a a-chymotrypsinogenu A, oba o koncentraci 1 mg/ml, byly vzdy pfi-
pravovany v pufru, ktery byl nasledné pouzit i pro vlastni méfeni. Mezi obé komory mikrodia-
lyzéru byla vloZena membrana z acetat-celulozy s MWCO 100 kDa, komory byly seSroubo-
vany. Do cely 1 (dialyza¢ni komora) bylo napipetovano 125 pl roztoku BSA a 125 ul roztoku
a-chymotrypsinogenu A, komora byla piekryta membranou z regenerované celulozy s MWCO
10 kDa a utésnéna uzavérem. Do cely 2 (spojovaci komora) bylo napipetovano 250 pl piislus-
ného pufru, komora byla piekryta membranou s MWCO 10 kDa a utésnéna uzavérem. Schéma
mikrodialyzéru viz obrazek 14. Pfi méfenich provadénych v prostiedi 0,1M glycinového pufru
o pH 3 bylo uspotfadani komor obraceno, tedy dialyza¢ni komora sméfovala ke kladné nabité
elektrodé a spojovaci komora k zdporné, toto uspotradani bylo pouzito i u v§ech méfeni se zme-
nou koncentrace (0,1M glycinovy pufr pH 5, 7, 9). Takto pfipraveny mikrodialyzér byl vlozen
do systému ElectroPrep tak, aby byl plné¢ ponofen v pfisluSném pufru. Vana byla ptfipojena ke
zdroji napéti. Méteni probihalo pii proudu 5-30 mA, napéti 10-120 V a ¢asu 5-20 minut a bylo
pouzito rozmezi koncentraci proteinu 0,1-1,25 mg/ml. Byly optimalizovany parametry (proud,
napéti a ¢as). Po méteni byly vzdy odebrany frakce z obou komor a byla v nich stanovena kon-

centrace proteinil metodou dle Bradfordové a byly analyzovany pomoci SDS-PAGE.

3.5 Opakované pouziti membran a jejich regenerace

Pracovni roztoky

* 0,1M glycinovy pufr pH 9

* BSA 1 mg/ml v 0,1M glycinovém pufru pH 9

* a-chymotrypsinogen A 1 mg/ml v 0,1M glycinovém pufru pH 9

* 0,1M kyselina citronova

Bylo testovano opakované pouziti membran pii mikroelektrodialyze smési proteind (1 mg/ml
BSA a CHTa), jak je popsano v kapitole 3.4. Postup odpovidal standardnimu uspotadani apa-
ratury, pficemz byl pouzit 0,1M glycinovy pufr o pH 9. Méfeni probihalo pii napéti 100 V po
dobu 10 minut, s postupnym zvySovanim proudu. Pfi prvnim méfeni nebyla prostfedni mem-
brana s MWCO 100 kDa béhem celého experimentu ménéna, pouze omyvana 0,1M glycino-
vym pufrem pH 9, zatimco pti druhém cyklu méfeni byla tato membrana vyménéna po kazdém
zvySeni proudu. Po méteni byly vzdy odebrany frakce z obou komor a byla v nich stanovena

koncentrace proteini metodou dle Bradfordové a byly analyzovany pomoci SDS-PAGE.
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Regenerace membran

Pouzité membrany byly ponofeny do 0,1 M kyseliny citronové, ktera piisobi jako denaturacni
a Cistici roztok, a nasledné byly umistény do ultrazvukové 14zné€ na dobu 30 minut. Po sonikaci
byly membrany dikladné oplachnuty destilovanou vodou, aby se odstranily zbytky kyseliny a
uvolnénych latek. Z regeneracniho roztoku 0,1 M kyselina citronova, ve kterém byly membrany
ponoieny, bylo odebrano 100 pul vzorku, ktery byl nasledné ovéren metodou Bradfordové Tato

analyza slouzila ke kvantitativnimu ovéfeni, zda doslo k uvolnéni proteinu z membran.

3.6 Mikroelektrodialyza suspenze nanocastic z kyseliny hyaluronové s imo-

bilizovanym o — chymotrypsinogenem A — oddéleni nenavazaného proteinu

Pracovni roztoky
* 0,1M glycinovy pufr pH 5

* 0,9% roztok NaCl

Nanocastice z kyseliny hyaluronové s imobilizovanym o — chymotrypsinogenu A byly pfipra-
veny v ramci jiné vyzkumné prace. ObdrZela jsem dva vzorky nanocastic, na kterych bylo imo-
bilizovano 200 a 500 pg CHTa. Castice byly pfipravovany ve vys§im pH, proto bylo nezbytné
upravit podminky prostfedi na hodnoty pH mezi 5 a 6, vhodné pro néslednou mikroelektrodia-
lyzu.Priichodnost a — chymotrypsinogenu A v 0,1M glycinovém pufru s pH 5 byla jiz testovana
v ramci kapitoly 3.4. Vzorky byly nafedény na celkovy objem 1000 pl pomoci roztoku NaCl
0,9 %. Ke kazdému vzorku bylo nasledné ptidano 500 ul 0,1 M glycinového pufru pH 5. Vzorek
byl pipetovan do cely 1 (dialyzacni komora) mikroelektrodialyza¢ni aparatury, nasledné byla
komora piekryta membranou s MWCO 10 kDa a utésnéna uzavérem. Do cely 2 (spojovaci ko-
mora) bylo ptidano 1000 pl 0,9% roztoku NaCl a 500 pl stejného glycinového pufru pH 5, opét
byla komora ptekryta membranou s MWCO 10 kDa a utésnéna uzavérem. Komory byly k sobé
seSroubovany, takto ptipraveny mikrodialyzér byl vlozen do systému ElectroPrep tak, aby byl
pln€ ponofen v pfislusném pufru. Uspotfaddani mikrodialyzéru je zobrazeno na obrazeku 14 a
mikrodialyzér pro toto méteni na obrazku 11 (vlevo). Mikroelektrodialyza probihala za podmi-
nek: proud 30 mA, napéti 100 V a ¢as 10 minut. Po ukonceni separace byly 2 frakce ze spojo-
vacich komor odebrany a analyzovany pomoci SDS-PAGE. Pted ddvkovanim na gel byly
frakce zakoncentrovany na objem 200 pl. Na zavér bylo provedeno métfeni pomoci dynamic-

kého rozptylu svétla (DLS).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem diplomové préce bylo zavést metodu mikroelektrodialyzy a optimalizovat podminky pro
ucinnou separaci proteinil. Testovany byly riizné parametry mikroelektrodialyzy, konkrétné na-
péti, proud a doba dialyzy, a to jak pro jeden protein, tak pro smés modelovych proteinti. V ta-
bulce 7 jsou uvedeny shrnuty experimenty realizované v ramci této diplomové prace a optima-
lizované parametry. V ptipad¢ mikroelektrodialyzy roztoku jednoho proteinu byl pouzit hovézi
sérovy albumin (BSA), v pfipadé¢ modelové smési BSA a chymotrypsinogen (CHTa). V po-
slednim experimentu byla ovéfena vyuzitelnost mikroelektrodialyzy pro separaci nanocastic
z kyseliny hyaluronové s imobilizovanym CHTa a volného nenavazaného CHTa. Pro tento
ucel je v laboratofi vyuzivana dialyza v obvyklém usporadani, ktera je casové naro¢na a pro

tyto aplikace méa mikroelektrodialyza velky potencial.

Tabulka 7: Prehled experimentalnich podminek pouzitych pri mikroelektrodialyzy.

Testované parametryv
Separované pro- ] Napéti Proud Cas
teiny Ucel V) (mA) (min)
Utinnost dialyzy 100 30 10
Optimalizace ¢asu 100 30 5-20
Optimalizace proudu 100 5-30 10
1 protein - BSA | Optimalizace napéti 10-100 30 10
Utinnost dialyzy 100 30 10
Optimalizace ¢asu 100 30 5-20
Optimalizace proudu 100 5-30 10
Smés BSA + CHTa | Optimalizace napéti 10-120 30 10
CHTo + HANPs Uginnost separace 100 30 10

Po mikroelektrodialyze byla hodnocena jeji u€innost stanovenim koncentrace proteinii v jed-
notlivych frakcich metodou dle Bradfordové. Pro kazdou analyzu byla zarovei se vzorky me-
fena kalibra¢ni fada standardii a vysledky byly vzdy kalkulovany dle odpovidajici rovnice re-
grese. Pro ovéfeni, zda béhem mikroelektrodialyzy nedochéazi ke strukturnim zménam separo-

vanych proteinti, byla pouzita metoda polyakrylamidové gelové elektroforézy (SDS-PAGE).
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4.1 Optimalizace parametri mikroelektrodialyzy s roztokem jednoho mo-

delového proteinu

Cilem byla optimalizace parametri mikroelektrodialyzy, konkrétné pH dialyzacniho roztoku,
elektrického napéti, proudu a ¢asu. Proto byl pro prvni experimenty pouzit jen jeden modelovy
protein, a to hovézi sérovy albumin (BSA). Experiment byl navrzen tak, aby bylo mozné urcit
ideélni podminky pro efektivni prichod proteinu ptes membranu, a to pii razném elektrickém

napéti, proudu, Case a pH prostiedi.

Pro optimalizaci napéti bylo provedeno méfeni pti proudu 30 mA po dobu 10 minut a ménila
se hodnota napéti v rozmezi 10-50 V. Pro optimalizaci proudu bylo méfeni provedeno pii kon-
stantnim napéti 100 V po dobu 10 minut a ménila se hodnota proudu v rozmezi 5-30 mA. Pro
optimalizaci doby trvani bylo provedeno méfeni pii 30 mA a napéti 100 V, byly vyzkouseny

¢asy 5 a 10 minut. Experimenty byly provedeny v dialyzacnich roztocich o pH 3; 7,4 a 9).

Roztok BSA byl aplikovan v koncentraci 1 mg/ml (postup viz kapitola 3.3). Byl pfipraven v
0,1M glycinovém pufru s pH 9 a pipetovan na anodickou stranu mikrodialyzéru dle obrazku
mikroelektrodialyzéru 14 (cela 1); na katodické stran¢ byl stejny pufr (cela 2). Pro testovani
vlivu pH byly pouZity roztoky BSA v 0,1M PBS pufru (pH 7,4) a 0,1M glycinovém pufru (pH
3). Pro méfeni v pH 7,4 byl roztok BSA pipetovan stejné jako pfi méfeni v pH 9, zatimco pfi
meéfeni v pH 3 byl roztok BSA pipetovan na katodickou stranu a pufr na anodickou. Po mikro-
elekrodialyze byly odebrany frakce z cel na obou stranach membrany a ve frakcich byla stano-
vena koncentrace proteinu metodou dle Bradfordové. Soucasné se vzorky byla analyzovana i
kalibra¢ni fada a vysledky kalkulovany dle odpovidajici rovnice regrese a vycislena uc¢innost v

procentech. Stabilita proteinu po mikroelektrodialyze byla ovétena pomoci SDS PAGE.

Optimalizace proudu

Pro optimalizaci proudu byl pouzit protein BSA o koncentraci 1 mg/ml v 0,1M glycinovém
pufru pH 9, jak bylo uvedeno vyse, byl davkovan do cely 1 mikroelektrodialyzéru, do cely 2
byl davkovan 0,1M glycinovy pufr pH 9 viz obrazek 14. Membrany nebyly ménény pfi postup-
ném zvySovani proudu. Ostatni parametry mikroelektrodialyzy jako je napéti a cas méteni byly
pro vychozi experimenty zvoleny na zéklad€é parametrii uvedenych v €lanku [80] (napéti 100
V a doba dialyzy 10 minut). V daném experimentu nebyl na polyakrylamidovy gel z divodu

zaplnéni vzorky, davkovan standard molekulovych hmotnosti (obrazek 15). Nicméné pfi
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porovnani s dal$imi gely ze stejné analyzy je charakter a pozice proteinu BSA odpovidajici. Pro

orientacni ovéfeni tak i tato analyza byla pouzita.

Z namétenych absorbanci byly nasledné z regresni rovnice y = 0,1803x + 0,4596 dopocitany

koncentrace BSA v jednotlivych frakcich a piepocitany na ti¢innost dialyzy.

Z vysledku testovani rtiznych hodnot proudu (viz graf 1) je patrné, Ze s rostoucim proudem
dochdzi k postupnému zvySovani ucinnosti dialyzy, a tedy efektivnimu transportu molekul BSA
ptes dialyzacni membranu s MWCO 100 kDa. Toto bylo potvrzeno i elektroforézou obrazek
15. Tento trend byl dle oekavani, kdy vyssi proud podporuje rychlejsi pohyb iontl a molekul
Jako optimalni byl stanoven proud 30 mA, dal$im zvySovanim jiZ nedochézelo ke zvySeni G¢in-

nosti. Tato hodnota proudu byla pouzivana pro dalsi experimenty.
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Graf'1: Zavislost ucinnosti mikroelektrodialyzy pro optimalizaci proudu. Modelovy protein BSA v
0,1M glycinovéem pufiu pH 9, 1 frakce BSA (mnozstvi proteinu, které ziistalo v cele 1), 2 frakce BSA
(mnozstvi proteinu, které proslo membranou do cely 2).
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Obrazek 15: Vysledek SDS-PAGE separace frakci po mikroelektrodialyze — optimalizace proudu. Mo-
delovy protein BSA v 0,1M glycinovém pufru pH 9. 1. 1 frakce 5 mA, 2. 2 frakce 5 mA,3. 1 frakce 10
mA, 4. 2 frakce 10 mA, 5. 1 frakce 20 mA, 6. 2. frakce 20 mA, 7. 1 frakce 30.

Optimalizace ¢asu a napéti

Pro optimalizaci ¢asu mikroelektrodialyzy a napéti byl pouZzit opét modelovy protein BSA o
koncentraci 1 mg/ml pfipraveny v 0,1M glycinovém pufru o pH 9. Roztok BSA byl pipetovan
do cely 1 mikroelektrodialyzéru, zatimco do cely 2 byl pipetovan samotny pufr. Priichod BSA
probihal ptfes membranu s MWCO 100 kDa. Mezi jednotlivymi méfenimi nebyly membrany
ménény, aby byly podminky méfeni stejné jako u proudu. Pfi optimalizaci doby bylo napéti
nastaveno na 100 V a proud na 30 mA, jak bylo stanoveno jako optimalni v pfedchozich expe-
rimentech. Naopak pfi optimalizaci napéti byla doba experimentu fixovana na 10 minut a proud
30 mA. Z namétfenych absorbanci byly néasledné z regresni rovnice y = 0,1726x + 0,4628 do-

pocitany koncentrace BSA v jednotlivych frakcich a piepocitany na G€¢innost dialyzy.

Z vysledkt testovani doby mikroelektrodialyzy (5 a 20 minut) bylo zjiSté€no, ze pii 5 minutach
meéteni proslo pies 100 kDa dialyza¢ni membranu 55,4 % BSA do cely 2, v prvni cele ziistalo
44.5 % BSA. V piipad¢ doby 20 minut pies 100 kDa dialyza¢ni membranu do cely 2 proslo
60,6 % BSA av cele 1 ziistalo 38,9 % BSA. Na zaklad¢ téchto vysledkl bylo zjiSténo, Ze s pro-
dluzujici dobrou méfeni se zvysuje pruichodnost BSA do cely 2. Vysledky elektroforézy (obra-
zek 16) potvrdily, ze mikroelektrodialyza nijak neovlivnila stabilitu proteinu a byly potvrzeny

1 vysledky metody stanoveni koncentrace v jednotlivych frakcich. Gely nebyly denzitometricky
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vyhodnoceny pro urceni G¢innosti mikroelektrodialyzy v %, jako ptfesné byly hodnoceny vy-
sledky kvantitativni metody dle Bradfordové. Nejvyssi prichodnost (83 %) BSA do cely 2 byla
pii 10 minutéach, jak bylo nastaveno pti méfeni optimalizace proudu. Pfi dalSich métfenich byla

proto nastavena doba dialyzy na 10 minut jako optimalni.

Z vysledku testovani riznych hodnot napéti (viz graf 2) je patrné, ze s rostoucim napétim do-
chazi k postupnému zvySovani ucinnosti dialyzy, a tedy efektivnimu prichodu molekul BSA
pies membranu. Tento trend byl dle ocekavani, jelikoz vyssi napéti podporuje rychlejsi pohyb
iontll a molekul. Optimalni napéti bylo stanoveno na 100 V, pfi kterém byla dosazena nejvyssi
ucinnost bez zndmek poskozeni proteinu na zakladé vysledkii ziskanych pfi optimalizaci
proudu (priichodnost BSA do cely 2 83 %). Pti pouziti vysSiho napéti se snizovala u¢innost
(niz$i koncentrace BSA v cele 1). Elektroforéza (Obrazek 16) potvrzuje, ze pii vySSim napéti
dochdzi k vyraznéjSimu prachodu BSA mezi frakcemi. Optimalni napéti 100 V bylo stanoveno

jako optimalni pro dalsi experimenty.
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Graf 2: Zavislost ucinnosti mikroelektrodialyzy pro optimalizaci napéti. Modelovy protein BSA v 0,1M
glycinovém pufru pH 9, 1 frakce BSA (mnozstvi proteinu, které ziistalo v 1 cele), 2 frakce BSA (mnoz-
stvi proteinu, které proslo membranou do cely 2).
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Obrdazek 16: Vysledek SDS-PAGE separace frakci po mikroelektrodialyze — optimalizace casu a na-
peéti. Modelovy protein BSA v 0,1M glycinovém pufru pH 9. 1. 2 frakce 20 min, 2. 1 frakce 20 min, 3.
2 frakce 5 min, 4. 1 frakce 5 min, 5. 2 frakce 50V, 6. 1 frakce 50V, 7. 2 frakce 25 V, 8. 1 frakce 25
V, 9. 2 frakce 10V, 10. 1 frakce 10V, 11. standard BSA ¢ = 1 mg/ml pufr pH 9, 12. molekulovy mar-

ker. (12% gel, davkovano 10 ul/jamku, barveno Coomassie Brilliant Blue).

Optimalizace pH prostredi

Pro optimalizaci pH prosttedi byl pouzit stejny modelovy protein BSA o koncentraci 1 mg/ml,
ktery byl pfipraven ve tfech riznych pufrech: 0,1M glycinovém pufru pH 9; 0,1M fosfatovém
pufru (PBS) pH 7,4 a 0,1M glycinovém pufru pH 3. Vzorky méfené v pH 9 a pH 7,4 byly
pipetovany do cely 1 a pufr do cely 2. U varianty s pH 3 bylo uspotadani na davkovani opacné,
komory mikroelektrodialyzéru byly prohozeny, davkovani do cel bylo ale stejné. Mezi jednot-
livymi méfenimi byly membrany ménény, aby byly podminky méfeni stejné pro kazdé pH.
Bylo vyzkouSeno i méfeni s pouzitim dialyza¢niho stiivka z regenerované celulozy s MWCO
14 kDa, ale jen pro méteni v pH 3 a 9. Ve vsech ptipadech probihala mikroelektrodialyza za
optimalizovanych podminek stanovenych pfedchozim testovanim: proud 30 mA, napéti 100 V,
doba dialyzy 10 minut. Z namétenych absorbanci byly nasledné z regresni rovnice y = 0,1719x

+ 0,4646 dopocitany koncentrace BSA v jednotlivych frakcich a pfepocitany na tc¢innost dia-

lyzy.

Vliv pH na ucinnost dialyzy byl testovan v 0,1M glycinovém pufru s pH 3, 9 a 0,1M PBS pH
7,4 (graf 3). Vysledky ukazuji, ze pH prostfedi ma zdsadni vliv na uc¢innost dialyzy, pficemz
nejvyssi ucinnost byla dosazena pii pH 9. Toto je pravdépodobné zptisobeno konformaci BSA
a jeho nabojem v alkalickém prostiedi. BSA ma izoelektricky bod (pl) 4,7, coZ znamena, Ze pfi
pH 9 je protein siln€ negativné nabity a snadnéji migruje v elektrickém poli k anodé. Pti pH 7,4

byla ucinnost dialyzy nizka, protoze BSA ma mensi negativni naboj, coz zpomaluje migraci.
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Pti pH 3, které je blizko pl BSA, je protein elektroneutrdlni, coz vyznamné omezuje jeho po-
hyblivost, ¢imz se snizuje ucinnost dialyzy. SDS-PAGE (Obrazek 17) tento zavér potvrdila —
pii pH 9 byla pozorovana efektivni separace (do 2 cely pii pH 9), zatimco pfi pH 3 (cela 2) byla
separacni ucinnost vyrazn¢ nizsi, coz se projevilo slabsimi prouzky BSA na gelu (jamka 4 a 6).
Pti méfenich, kde byla pouzita stiivka, bylo pti pH 9 detekovano 99,73 % BSA v cele 2 zatimco
pti pH 3 98,52 %. V obou piipadech bylo v 1 frakci detekovano 0 % BSA, coz potvrzuje Gplny
prachod proteinu do cely 2, potvrzeno elektroforézou obrazek 18. Bylo prokazano, ze nejvyssi
ucinnosti mikroelektrodialyzy BSA je dosazeno pfi pH 9, kdy je protein silné negativné nabity
anejlépe migruje v elektrickém poli k anodg, tento zavér dale poslouzil pro mikroelektrodialyzy

smeési proteintl.
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Graf 3: Zavislost ucinnosti mikroelektrodialyzy pro optimalizaci pH (méreni s bocnimi membranami
MWCO 10kDa). Modelovy protein BSA v 0,1M glycinovém pufru pH 9, 1 frakce BSA (mnozZstvi pro-
teinu, které ziistalo v 1 cele), 2 frakce BSA (mnozstvi proteinu, které proslo membranou do cely 2).

60



75 kNa

50 kDa

375kDa S
” [ — - - -
25 kDa

Obrazek 17:Vysledek SDS-PAGE separace frakci po mikroelektrodialyze — optimalizace pH (mérent
se stiivky). Modelovy protein BSA v 0,1M glycinovem pufru pH 9 1. Molekulovy marker, 2. standard
BSA ¢ = 1 mg/ml pufr pH 3, 3. 1 frakce pouzity membrany pufr pH 3, 4. 2 frakce pouzity membrany
pufr pH 3, 5. 1 frakce pouzity strivka pufr pH 3, 6. 2 frakce pouzity stiivka pufr pH 3,7. standard BSA
c = 1 mg/ml pufr pH 9, 8. 1 frakce pouzity membrany pufr pH 9, 9. 2 frakce pouzity membrany pufr
pH 9, 10. 1 frakce pouzity stiivka pufr pH 9. (12% gel, davkovano 10 ul/jamku, barveno Coomassie
Brilliant Blue).

4.3 Optimalizace parametri mikroelektrodialyzy s roztokem modelové

smési proteini

Cilem byla optimalizace parametrt pfi mikroelektrodialyze pro u¢innou separaci modelové
smési dvou proteinli — hovéziho sérového albuminu (BSA) a a-chymotrypsinogenu (CHTa).
Experiment byl navrZen tak, aby stanovil idealni podminky pro selektivni prichodnost obou
proteint skrze 100 kDa dialyza¢ni membranu, a to pti rizném elektrickém napéti, proudu, Case
a pH prostfedi. Bylo vyuzito potvrzené ti¢innosti mikroelektrodialyzy s ohledem na rozdilny pl
separovanych proteint, a tedy rozdilného naboje v rizném pH prostiedi. BSA ma pl pfiblizné
4,7, zatimco CHTa ptiblizn€ 8,75, coz znamen4, ze v uritych podminkéach nesou opaéné na-
boje a v elektrickém poli se pohybuji opaénymi sméry. Na zékladé predchozich experimentt s
BSA byly jako vychozi optimalni podminky zvoleny: proud 30 mA, napéti 100 V a doba trvani
10 minut. Zarovenl byly experimenty provedeny v prostiedi 0,1M glycinovém pufru s pH 9,
protoze v predeslych experimentech se potvrdilo, Ze je vném nejvyssi prichodnost BSA.

Vsechny experimenty byly n€kolikrat opakovany (minimaln¢ 2x).
Optimalizované parametry:

o Elektrické napéti v rozmezi 10-120 V (méfeni pii 30 mA po dobu 10 minut).
e Elektricky proud v rozmezi 5-20 mA (méteni pii 100 V po dobu 10 minut).
e Doba trvani, 5 a 20 minut (méfeni pti 100 V a 30 mA).
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e pH prostiedi v 0,IM glycinovém pufru pH 3;5;7 a 9 (méfeni pii 30 mA, 100 V a po
dobu 10 minut).

e Koncentrace v rozmezi 0,1-1,25 mg/ml (méfeni pi1 30 mA, 100 V a po dobu 10 minut).

Koncentrace proteini byla standardné 1 mg/ml, roztoky byly ptfipravovany v ptislusném pufru
(0,IM glycinovy pufr pH 3, 5, 7, 9), méfeni bylo provedeno dle postupu v kapitole 3.4. Pti
klasickém uspoiradani byla smés pipetovana do cely 1 a pufr do cely 2. Pfi opa¢ném uspoiradani
byly prohozeny komory, davkovani do cel zlstalo stejné. Ob¢ uspotradani byla vyuzita pro me-
feni s 0,1M glycinovym pufrem o pH 3; 5; 7 a 9. Po mikroelektrodialyze byly odebrany frakce
na obou stranach membrany a ve frakcich byla stanovena koncentrace proteinu metodou dle
Bradfordové. Soucasné se vzorky byla analyzovéna i kalibra¢ni fada a vysledky kalkulovany
dle odpovidajici rovnice regrese (viz nize) a vycislena Gi€innost v procentech. Stabilita proteinu

po mikroelektrodialyze byla ovéfena pomoci SDS PAGE.

Regresni rovnice pro BSA:

o y=0,1926x + 0,4626 (méteni v 0,1M glycinovém pufru pH 3)
e y=0,1757x + 0,4626 (méfeni v 0,1M glycinovém pufru pH 9)
e y=0,1709x + 0,5025 (mé&feni v 0,1M glycinovém pufru pH 5)

Regresni rovnice pro CHTa:

e y=0,1961x + 0,4753 (méfeni v 0,1M glycinovém pufru pH 9)
e y=0,1857x +0,4862 (mé&feni v 0,1M glycinovém pufru pH 3)
e y=0,1823x+0,4781 (méfeni v 0,1M glycinovém pufru pH 5)

Optimalizace pH prostiedi

Pro optimalizaci pH prostiedi byla pouzita smés proteintt BSA a CHTa, oba o koncentraci 1
mg/ml, pfipravena v 0,1M glycinovém pufru o pH 3 a pH 9 (viz kapitola 3.4). Cilem bylo zjistit,
zda 1ze na zaklad¢ rozdilného pI obou proteinli dosahnout jejich i¢inné separace v elektrickém
poli — BSA ma pl pfiblizné 4,7, CHTa pfiblizné 8,75. Pro méteni v pH 9 bylo pouZito klasické
uspotradani: smes proteint byla pipetovana do cely 1 a pufr do cely 2. Pro pH 3 bylo pouzito
opacné usporadani, komory byly prohozeny ale davkovani do cel ziistalo stejné. Mezi jednotli-
vymi méfenimi byla ménéna prostiedni 100 kDa dialyza¢ni membrana. Ve vSech ptipadech

probihala mikroelektrodialyza za ptfedem optimalizovanych podminek stanovenych

62



pfedchozimi experimenty: proud 30 mA, napéti 100 V, doba dialyzy 10 minut. Z ptfedchozich
meéfeni bylo rovnéz znamo, ze BSA vykazuje nejvyssi prichodnost v 0,1M glycinovém pufru
o pH 9. Po ukonceni dialyzy byly frakce analyzovany pomoci metody Bradfordové a SDS-
PAGE. Koncentrace proteint byly kalkulovany z odpovidajicich regresnich rovnic kalibra¢nich
fad analyzovanych spole¢né se vzorky pii kazdém experimentu. Nasledné byla na zakladé
téchto hodnot stanovena uc¢innost pfenosu a separace obou proteinti. Pfi pH 3 nebyl v cele 1
detekovan Zadny z proteinii — BSA 1 CHTa mély koncentraci 0 %. V cele 2 vSak byla u¢innost
pfenosu velmi vysoka: 93,43 % pro BSA a 96,39 % pro CHTa. Naopak pii pH 9 byly vysledky
opacné, dle predpokladu. V cele 1 zastal CHTa pouze z 4,82 %, BSA zde nebyl detekovan (0
%). V cele 2 dosahl BSA ucinnosti 99,31 %, a CHTa mél 86,11 %. Na zaklad¢ téchto vysledki
a SDS-PAGE (obrazek 18) je patrné, Ze pii pH 9, vyrazné pod pI CHTa a nad pI BSA doslo k
lepsi separaci proteinli nez pii pH 3. BSA, ktery ma pfi tomto pH zaporny néboj, migroval
smérem k anod¢, zatimco CHTa byl blizko svého izoelektrického bodu, a je tim padem méné
pohyblivy. Naopak pti pH 3, tedy pod pl obou proteind, byly oba proteiny kladné nabité. Ale
protoze CHTa ma pl 8,75, byl pti tomto pH kladné nabity na rozdil od BSA, ktery je pti pH 3
blizko svého pl 4,7 a tudiz méné& nabity. CHTa se tedy v tomto ptipadé pohyboval vyrazngji
smérem ke katodé, coz prispélo k lepsi separaci, nez by se mohlo zdat podle pouhého rozdilu

naboje.

Obrazek 18: Vysledek SDS-PAGE separace frakci po mikroelektrodialyze — optimalizace pH. Mode-

lova proteinova smes BSA, CHTo. v 0,1M glycinovém pufiu pH 3 a 9. 1. standard CHTo. ¢ = 1 mg/ml,

2. standard BSA ¢ = 1 mg/ml, 3. molekulovy marker, 4. 1 frakce pH 9, 5. 2 frakce pH 9, 6. 1 frakce
pH 3, 7. 2 frakce pH 3. (12% gel, davkovano 10 ul/jamku, barveno Coomassie Brilliant Blue).
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Na zakladé vysledkl experimentu lze konstatovat, Ze optimalizace pH prostiedi mé zasadni
vliv na G€innost separace proteinii metodou mikroelektrodialyzy. Bylo potvrzeno, ze BSA
nejlépe prochazi membranou pii pH 9, zatimco CHTa ma vyssi Gi¢innost prenosu pii pH 3.
Tyto zavery byly podpoteny jak kvantitativnimi daty (stanovenim koncentraci proteint v jed-

notlivych frakcich), tak vysledky SDS-PAGE.

Optimalizace proudu

Cilem experimentu bylo stanovit optimalni podminky elektrického proudu pro efektivni sepa-
raci proteinlit BSA a CHTa pomoci mikroelektrodialyzy. Pro optimalizaci elektrického proudu
byla pouZita smés proteinit BSA a CHTo, oba o koncentraci 1 mg/ml, pfipravena v 0,1M gly-
cinovém pufru o pH 3 a pH 9 (postup viz kapitola 3.4). Pro méteni pti pH 9 bylo pouzito kla-
sické usporadani mikroelektrodialyzéru: smés proteinti byla pipetovana do cely 1 a pufr do cely
2. Pii méfeni pfi pH 3 bylo zapojeni opacné, komory byly prohozeny, davkovéni do cel ziistalo
stejné. Mezi jednotlivymi méfenimi nebyla ménéna prostiedni 100 kDa membrana. Mikroelek-
trodialyza probihala za pfedem optimalizovanych podminek stanovenych na zékladé¢ pfedcho-
zich experimentl: napéti 100 V, doba dialyzy 10 minut. Po ukonceni dialyzy byly frakce ana-
lyzovany pomoci metody Bradfordové a SDS-PAGE. Koncentrace proteint byly kalkulovany
z odpovidajicich regresnich rovnic kalibra¢nich fad analyzovanych spolecné se vzorky pfti kaz-
dém experimentu. Nésledné byla na zékladé¢ téchto hodnot stanovena t¢innost pfenosu a sepa-

race obou proteind.

Optimalizace proudu byla provedena v 0,1M glycinovém pufru o pH 3, které je blizké pI BSA
(priblizng 4,7). V disledku toho mél BSA v tomto prostiedi nizky néboj, a tedy i nizkou elek-
troforetickou mobilitu. Naproti tomu protein CHTa, jehoz pl je pfiblizné 8,75, nesl pti pH 3
vyrazny kladny naboj, coz vedlo k jeho vysoké prichodnosti elektrickym polem a migraci ke
katod¢. SDS-PAGE (Obrazek 19), zde je vidét ze pti 10—15 mA je prichodnost proteinti do
cely 2 viditeln&jsi, zatimco pifi 5 mA je prouzek slaby, pfi 20 mA pravdépodobné mohlo dojit
k ucpani membrany prouzek je na gelu slaby a v grafu 4 je vidét pokles Gcinnosti. Z grafu 4
vyplyva, Ze jako optimalni proud pro separaci téchto proteini pii pH 3 lze pouzit 10 nebo 15

mA.
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Graf'4: Zavislost ucinnosti mikroelektrodialyzy pro optimalizaci proudu. Modelova proteinova smés
BSA4, CHTa v 0,1M glycinovém pufru pH 3. 1 frakce BSA, CHTo. (mnoZstvi proteinu, které ziistalo v 1
cele), 2 frakce BSA, CHTo. (mnozstvi proteinu, které proslo membranou do 2 cely).
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Obrazek 19: Vysledek SDS-PAGE separace frakci po mikroelektrodialyze — optimalizace proudu. Mo-
delova proteinova smés BSA, CHTa v 0,1M glycinovém pufiu pH 3. 1. Molekulovy marker, 2. stan-
dard CHTo c = 1 mg/ml, 3. standard BSA ¢ = 1 mg/ml, 4. 1 frakce 5 mA, 5. 2 frakce 5 mA4, 6. 1
frakce 10 mA, 7. 2 frakce 10 mA, 8. 1 frakce 15 mA, 9. 2 frakce 15 mA, 10. 1 frakce 20 mA4, 11. 2
frakce 20 mA. (12% gel, davkovano 10 ul/jamku, barveno Coomassie Brilliant Blue).

Pii optimalizaci elektrického proudu pro mikroelektrodialyzu smési proteintit BSA a CHTa v

prostiedi s pH 3 bylo zjisténo, Ze ucinnost separace klesa s rostoucim proudem. To bylo
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pravdépodobné zplsobeno postupnym zanasenim a ¢asteCnym ucpavanim prostiedni dialy-
za¢ni membrany s MWCO 100 kDa, ktera nebyla mezi jednotlivymi méfenimi ménéna. Sni-
Zena propustnost membrany tak mohla negativné ovlivnit transportni vlastnosti systému a tim
1 celkovou ucinnost separace. Na zaklad¢ tohoto zavéru bylo poté zkouseno opakované pouziti
membran pfi mikrodialyze smési proteinli v porovnanim s mikroelektrodialyzou, kde byly
membrany ménény viz kapitola 4.4. Vysledky z méteni pti 0,1M glycinovém pufru pH 9 nejsou

zobrazeny zde, ale ptislusné graf a obrazky elektroforézy jsou uvedeny v kapitole 4.4.

Optimalizace ¢asu

Cilem experimentu bylo stanovit optimdlni dobu pro efektivni separaci proteini BSA a CHTa
pomoci mikroelektrodialyzy. Pro optimalizaci casu byla pouzita smés proteini BSA a CHTa,
oba o koncentraci 1 mg/ml, pfipravend v 0,1M glycinovém pufru o pH 3 a pH 9 (viz kapitola
3.4). Pro méfeni pii pH 9 bylo pouzito klasické uspotfadani mikroelektrodialyzéru: smés pro-
teinll byla pipetovdna do cely 1 a pufr do cely 2. Pfi méfeni v pH 3 bylo zapojeni opacné,
komory byly prohozeny, ale davkovani do cel bylo stejné. Mezi jednotlivymi méfenimi nebyla
ménéna prostiedni membrana s MWCO 100 kDa. Mikroelektrodialyza probihala za pfedem
optimalizovanych podminek stanovenych na zaklad¢ predchozich experimentt: napéti 100 V a
proud 30 mA Po ukonceni dialyzy byly frakce analyzovany pomoci metody Bradfordové a
SDS-PAGE. Koncentrace proteint byly kalkulovany z odpovidajicich regresnich rovnic kalib-
ra¢nich fad analyzovanych spole¢né se vzorky pii kazdém experimentu. Nasledné¢ byla na za-

kladé téchto hodnot stanovena G¢innost prenosu a separace obou proteint.

Z grafi 5 a 6 vyplyva, ze doba dialyzy méla vliv na u¢innost separace. S prodluzujicim se asem
se zvySovala ucinnost priichodu proteint pies dialyzaéni membranu s MWCO 100 kDa. SDS-
PAGE (obrazek 20) toto tvrzeni potvrzuje, jsou vidét intenzivnéjsi prouzky proteind v 2. frak-
cich (jamka 4-7). Tyto vysledky potvrzuji, Ze doba mikrodialyzy, ktera byla pouzivana jako

standardni (10 minut) byla dostacujici.
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Graf 5: Zavislost ucinnosti mikroelektrodialyzy pro optimalizaci ¢asu. Modelova proteinova smés
BSA, CHTo v 0,1M glycinovém pufiru pH 9. 1 frakce BSA, CHTo. (mnoZstvi proteinu, které ziistalo v 1
cele), 2 frakce BSA, CHTo (mnozstvi proteinu, které proslo membranou do 2 cely).
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Graf 6. Zavislost ucinnosti mikroelektrodialyzy pro optimalizaci ¢asu. Modelova proteinova smés BSA,
CHTa v 0,1M glycinovém pufru pH 3. 1 frakce BSA, CHTo (mnozstvi proteinu, které ziistalo v I cele),
2 frakce BSA, CHTo (mnozstvi proteinu, které proslo membranou do 2 cely).
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Optimalizace napéti

Cilem experimentu bylo stanovit optimalni napéti pro efektivni separaci proteint BSA a CHTa
pomoci mikroelektrodialyzy. Pro optimalizaci napéti byla pouzita smés proteintt BSA a CHTa,
oba o koncentraci 1 mg/ml, pfipravena v 0,1M glycinovém pufru o pH 3 a pH 9 (viz kapitola
3.4). Pro méfeni pii pH 9 bylo pouzito klasické usporadani mikroelektrodialyzéru: smés pro-
teinti byla pipetovana do cely 1 a pufr do cely 2. Pii méfeni pii pH 3 bylo zapojeni opacné,
komory byly prohozeny a davkovani do cel ztstalo stejné. Mezi jednotlivymi méfenimi nebyla
ménéna prostiedni membrana s MWCO 100 kDa. Mikroelektrodialyza probihala za pfedem
optimalizovanych podminek stanovenych na zakladé predchozich experimentli: proud 30 mA,
doba dialyzy 10 minut. Po ukonceni dialyzy byly frakce analyzovany pomoci metody Bradfor-
dové a SDS-PAGE. Koncentrace proteinll byly kalkulovany z odpovidajicich regresnich rovnic
kalibra¢nich tad analyzovanych spolecné se vzorky pti kazdém experimentu. Nasledné€ byla na

zaklad¢ téchto hodnot stanovena ucinnost pfenosu a separace obou proteintl.

Z grafu 7 a 8 je viditelné, Ze se UCinnost separace zvySuje v zavislosti na aplikovaném napéti a
zaroven se snizuje u¢innost v prvnich frakcich. Plati to pfi méfeni v obou pH. Nejvyssi uc¢innost
prichodu proteint je pii 120 V. SDS-PAGE (obrazek 20) potvrzuje, ze se zvysujicim se nape-
tim vzrista 1 prichodnost proteind to Ize vidét na vrlstajici intenzit¢ prouzkl v 2 frakcich
(Jamky 13; 15 a 16), pficemz prouzek s nejvyssi intenzitou je v jamce 16, kterd odpovida 2

frakei pi1 120 V.
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Graf'7: Zavislost ucinnosti mikroelektrodialyzy pro optimalizaci napeti. Modelova proteinova smés
BSA, CHTo v 0,1M glycinovém pufiu pH 9. 1 frakce BSA, CHTa (mnozstvi proteinu, které ziistalo v 1
cele), 2 frakce BSA, CHTa (mnozstvi proteinu, které proslo membranou do 2 cely).
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Graf 8: Zavislost ucinnosti mikroelektrodialyzy pro optimalizaci napéti. Modelova proteinova smés
BSA, CHTo v 0,1M glycinovém pufiru pH 3. 1 frakce BSA, CHTo. (mnozstvi proteinu, které ziistalo v 1
cele), 2 frakce BSA, CHTo, (mnozstvi proteinu, které proslo membranou do 2 cely).
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Obrdazek 20: Vysledek SDS-PAGE separace frakci po mikroelektrodialyze — optimalizace napeti. Mo-
delova proteinova smés BSA, CHTa v 0,1M glycinovem pufru pH 3. 1. Molekulovy marker, 2. standard
CHTo ¢ = 1 mg/ml, 3. standard BSA ¢ = 1 mg/ml, 4. 1 frakce 5 min, 5. 2 frakce 5 min, 6. 1 frakce 20
min, 7. 2 frakce 20 min, 8. 1 frakce 10V, 9. 2 frakce 10V, 10. 1 frakce 25 V, 11. 2 frakce 25 V, 12. 1
frakce 50V, 13. 2. frakce 50 V, 14. 1 frakce 75 V, 15. 2 frakce 75 V, 16. 2 frakce 120 V, 17. 1 frakce
120 V. (12% gel, davkovano 10 ul/jamku, barveno Coomassie Brilliant Blue).

Pouziti napéti 120 V vsak vedlo i k nezadoucim efektim, zejména k vyraznému zahiivani sys-
tému a tim hrozila denaturace proteintl, coz by mohlo negativné ovlivnit vyslednou analyzu i
samotny separacni proces. Z téchto divodi se jako nejvhodnéjsi volba pro nasledné experi-
menty potvrdilo napéti 100 V, které ptedstavuje optimalni kompromis mezi ti€innosti separace,

stabilitou elektrochemického systému a zachovanim nativni struktury proteint.
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Optimalizace koncentrace

Cilem experimentu bylo stanovit optimalni koncentraci proteini BSA a CHTa pro efektivni
separaci pomoci mikroelektrodialyzy. Pro optimalizaci koncentrace byla pouZzita smés proteint
BSA a CHTa o koncentracich v rozmezi 0,1-1,25 mg/ml, ptipravena v 0,1M glycinovém pufru
o pH 3; 5; 7 a 9 (viz kapitola 3.4). Pro kazdé pH byly testovany oba druhy uspotaddani mikro-
elektrodialyzéru: klasické, pii kterém byla smés pipetovana do cely 1 a pufr do cely 2 a opacné,
kdy byly prohozeny komory pfi uspoiadani /davkovani bylo stejné). Mezi jednotlivymi méte-
nimi nebyla ménéna prostfedni membrana s MWCO 100 kDa. Mikroelektrodialyza probihala
za konstantnich podminek: proud 30 mA, napéti 100 V a doba dialyzy 10 minut. Po ukonéeni
dialyzy byly frakce analyzovany pomoci metody Bradfordové a SDS-PAGE. Koncentrace pro-
teint byly kalkulovany z odpovidajicich regresnich rovnic kalibra¢nich fad analyzovanych spo-
lecné se vzorky pfi kazdém experimentu. Nasledné byla na zéklad¢ téchto hodnot stanovena

ucinnost pienosu a separace obou proteind.

Grafy 9-11 potvrzuji, ze BSA a CHTa v riznych koncentracich (0,1-1,25 mg/ml) a pH potvr-
zuji vliv pH na naboj proteinii a jejich separaci pti mikroelektrodialyze. Pro ucely této diskuze
byly vybrany pouze vysledky, kde byla pozorovana separace proteini, a to v nasledujicich pod-
minkach: 0,1M glycinovy pufr pH 9 v klasickém uspotfadani, v opa¢ném uspotfadani 0,1M gly-
cinovy pufr pH 5 a pH 3. V 0,IM glycinovém pufru pH 9 (graf 9) byl pozorovan nejlepsi pri-
chod BSA. Pti pH 9 je BSA v aniontové formé&, coZ zvySuje jeho elektroforetickou mobilitu a
umoznuje jeho efektivni prichod pfes membranu v klasickém uspofadani. V tomto pH G¢innost
separace rostla se zvysujici se koncentraci proteinli a maxima dosahla pti koncentraci 1,25
mg/ml. Naopak pfii 0,1M glycinovém pufru pH 3 (graf 10), kde ma CHTa silny kladny naboj,
byla pozorovana vyrazna migrace v opacném uspoiadani. To je zpiisobeno tim, ze v kationtové
formé se CHTa snadnéji pohybuje smérem ke katodg, coz usnadiiuje jeho separaci. Uéinnost
zde zpocatku rostla se zvySujici se koncentraci proteinii, maxima bylo dosaZeno pti koncentraci
0,75 mg/ml, poté ucinnost opét klesala. V 0,1M glycinovém pufru pH 5 (graf 11, SDS-PAGE
obrazek 21) doslo v opa¢ném uspoiadani k prichodu jak BSA, tak CHTa. To ukazuje na to, ze
pii této hodnoté pH jsou proteiny stale dostatecné nabité, coz zvysuje jejich mobilitu a umoz-
fluje jejich efektivni separaci. I zde Ui€innost rostla se zvySujici se koncentraci smési proteint a
maxima dosédhla pii koncentraci 1 mg/ml.V 0,1M glycinovém pufru pH 7 nebyl pozorovan

zadny prichod proteinu v zddném uspotadani, coz je diisledkem toho, ze proteiny jsou v tomto
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pH blizko svym izoelektrickym bodim a jsou elektrostaticky neutrdlni. V této formé nemaji

proteiny dostate¢nou elektroforetickou mobilitu, coz nevede k separaci.

Vysledky potvrzuji vyznam pH jako klicového faktoru pro optimalizaci mikroelektrodialyzy.
Nejlepsi separace a pruchod proteini jsou dosazeny tehdy, kdyz je pH dialyzacniho roztoku (v
tomto piipadé pufru) dostatecné vzdalené od izoelektrickych bodi jednotlivych proteint. V ta-
kovém prostiedi proteiny ziskavaji vyraznéjs$i naboj, coz zvysuje jejich elektroforetickou mo-
bilitu a zefektiviiuje separaci. Kromé pH ovliviiuje ii€innost separace také koncentrace proteinti,
s rostouci koncentraci smési dochdzi zpravidla ke zvySovani G¢innosti separace az do urcitého
optima, za kterym mize dojit k nasyceni nebo poklesu efektivity v disledku omezené kapacity

systému.
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Graf'9: Zavislost ucinnosti mikroelektrodialyzy pro optimalizaci koncentrace. Modelova proteinova
smes BSA, CHTa v 0,IM glycinovém pufiru pH 9. 1 frakce BSA, CHTo. (mnoZstvi proteinu, které zii-
stalo v I cele), 2 frakce BSA, CHTo (mnozZstvi proteinu, které proslo membranou do 2 cely).
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Graf 10: Zavislost ucinnosti mikroelektrodialyzy pro optimalizaci koncentrace. Modelova proteinova
smés BSA, CHTo. v 0,1M glycinovém pufru pH 3. 1 frakce BSA, CHTo. (mnoZstvi proteinu, které zii-
stalo v I cele), 2 frakce BSA, CHTa (mnoZstvi proteinu, které proslo membranou do 2 cely).
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Graf 11: Zavislost ucinnosti mikroelektrodialyzy pro optimalizaci koncentrace. Modelova proteinova
smés BSA, CHTo. v 0,IM glycinovém pufru pH 5. 1 frakce BSA, CHTo. (mnozstvi proteinu, které zii-
stalo v 1 cele), 2 frakce BSA, CHTa (mnozstvi proteinu, které proslo membranou do 2 cely).
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Obrazek 21: Vysledek SDS-PAGE separace frakci po mikroelektrodialyze — optimalizace koncentrace.
Modelova proteinovd smés BSA, CHTo v 0,1M glycinovém pufiu pH 5. 1. 1 frakce 0,1 mg/ml, 2. 2
frakce 0,1 mg/ml, 3. 1 frakce 0,25 mg/ml, 4. 2 frakce 0,25 mg/ml, 5. 1 frakce 0,5 mg/ml, 6. 2 frakce
0,5 mg/ml, 7. 1 frakce 0,75 mg/ml, 8. 2 frakce 0,75 mg/ml, 9. 2 frakce 1 mg/ml, 10. 1 frakce 1 mg/ml,
11. 2 frakce 1,25 mg/ml, 12. 1 frakce 1,25 mg/ml. (12% gel, davkovano 10 ul/jamku, barveno
Coomassie Brilliant Blue).

4.4 Opakované pouziti membran a acinnost regenerace

Byl sledovan vliv opakovaného pouziti membran bez regenerace a s vyménou na u¢innost se-
parace proteinové smési pomoci mikroelektrodialyzy. Pro testovani byly zvoleny méfeni se
chézi k ucpani membran, pokud neni prostfedni membrana s MWCO 100 kDa pravideln¢ mé-
néna. Jako modelova smés byly pouzity proteiny BSA a CHTa o koncentraci 1 mg/ml v 0,1M
glycinovém pufru pH 9. Pro méteni pii pH 9 bylo pouZito klasické usporadani mikroelektrodi-
alyzéru: smés proteint byla pipetovana do cely 1 a pufr do cely 2. Mikroelektrodialyza probi-
hala za predem optimalizovanych podminek stanovenych na zdkladé pfedchozich experimentt:
napéti 100 V, doba dialyzy 10 minut. Po jejim ukonceni byly jednotlivé frakce analyzovany
pomoci Bradfordovy metody a SDS-PAGE. Koncentrace proteind byly uréeny na zaklad¢ na-

mefenych absorbanci s vyuzitim regresnich rovnic uvedenych v kapitole 4.3.

Pti opakovaném pouzZiti stejnych membran bez vymény prosttedni membrany s MWCO 100
kDa lze vidét na grafu 12, Ze v cele 2 byla nulova priichodnost proteintl a 1ze vidét, ze ziistaly
zadrzeny v cele 1. To mohlo bylo zplisobeno postupnym zanasenim pdéri membrany. SDS-
PAGE (Obr. 22) potvrdila nizsi rozliSeni mezi proteiny v cele 2, coz poukazuje na moznou

adsorpci proteinti na povrch membrany.
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Graf 12: Zavislost ucinnosti mikroelektrodialyzy pro optimalizaci proudu. Modelova proteinovd smés
BSA, CHTa v 0,1M glycinovém pufiu pH 9 (membrany neménény). 1 frakce BSA, CHTo, (mnozstvi
proteinu, kterée zistalo v 1 cele), 2 frakce BSA, CHTo, (mnozstvi proteinu, které proslo membranou do
2 cely).
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Obrazek 22: Vysledek SDS-PAGE separace frakci po mikroelektrodialyze — optimalizace proudu. Mo-
delova proteinova smés BSA, CHTa v 0,IM glycinovem pufiru pH 9 (membrany neménény). 1. 2 frakce
10 mA, 2. 1 frakce 10 mA, 3. molekulovy marker, 4. standard CHTa ¢ = 1 mg/ml, 5. standard BSA ¢ =
1 mg/ml, 6. 2 frakce 5 mA, 7. 1 frakce 5 mA, 8. 2 frakce 20 mA, 9. 1 frakce 20 mA, 10. 2 frakce 15
mA, 11. 1 frakce 15 mA, 12. standard CHTo ¢ = 1 mg/ml, 13. standard BSA ¢ = 1 mg/ml, 14. moleku-
lovy marker. (12% gel, davkovano 10 ul/jamku, barveno Coomassie Brilliant Blue).

Pfi méfeni s vyménou membran roste G€innost separace spolu s proudem viz graf 13, v cele
zlstalo minimum proteinu a vétSina proteinu prosla skrz dialyzaéni membranu s MWCO 100
kDa do 2 cely. SDS-PAGE (Obrazek 23) ukazala lepsi ze v cele 2 jsou vidét intenzivni prouzky
BSA avcele 1 je vidét ze zustal CHTa.

Me¢fteni s vyménou membran naznacuje oproti piedeslému méteni, Ze vyména membran vede k

lepsi reprodukovatelnosti a piesnosti separace. Membrany neni vhodné pouZzivat opakovang.
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Graf 13: Zavislost ucinnosti mikroelektrodialyzy pro optimalizaci proudu. Modelova proteinova smés

BSA, CHTa v 0,1M glycinovém pufru pH 9 (membrany ménény). 1 frakce BSA, CHTa (mnoZstvi pro-

teinu, které ziistalo v 1 cele), 2 frakce BSA, CHTo (mnoZstvi proteinu, které proslo membranou do 2
cely).

BSA
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Obrazek 23: Vysledek SDS-PAGE frakci po mikroelektrodialyze — optimalizace proudu. Modelova
proteinova smeés BSA, CHTo. v 0,1M glycinovém pufru pH 9 (membrany menény). 1. 2 frakce 10 mA —
BSA4, 2. 1 frakce 10 mA, 3. molekulovy marker, 4. standard CHTo ¢ = 1 mg/ml, 5. standard BSA ¢ = 1

mg/ml, 6. 2 frakce 5 mA, 7. 1 frakce 5 mA, 8. molekulovy marker, 9. 1 frakce 15 mA, 10. 2 frakce 15
mA, 11. 1 frakce 20 mA, 12. 2 frakce 20 mA. (12% gel, davkovano 10 ul/jamku, barveno Coomassie
Brilliant Blue).

Regenerace membran

Membrany byly pouzity pro dvé méfeni mikroelektrodialyzy 1 mg/ml BSA v 0,1 M PBS (pH
7,4), pticemz nebyl zaznamenan zadny pruchod proteinu skrze membranu. To mohlo indikovat
adsorpci nebo ucpani membrany. Nésledna regenerace v 0,1 M kyseliné citronové (pH pod pl
BSA) méla za cil uvolnit ptipadny sorbovany protein z membrany a jeji o€isténi. Analyza su-
pernatantu pomoci stanoveni celkové bilkoviny metodou Bradfordové vSak prokazala pouze

nizkou absorbanci (0,134), coz ukazuje na minimalni mnozstvi uvolnéného BSA. Z vysledka
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lze usuzovat, Ze i pfes nizkou absorbanci zstavd membrana po kontaktu s BSA pti pH 7,4
castecné nepropustna, a bézna regenerace kyselinou nemusi byt dostate¢na k jejimu Gplnému

obnoveni.

4.5 Mikroelektrodialyza suspenze nanocastic z kyseliny hyaluronové s imo-

bilizovanym o — chymotrypsinogenem A — oddéleni nenavazaného proteinu

Meéfeni bylo provedeno v prostiedi 0,1M glycinovém pufru pH 5, tohle pH bylo zvoleno, pro-
toze je to prostiedi vhodné pro kyselinu hyaluronovou a stabilitu nanoc¢astic. Na Nanocasticich
byly vazany dvé mnozstvi a — chymotrypsinogenu 4: 0,2 mg/ml a 0,5 mg/ml. Pro kvantifikaci
a-chymotrypsinogenu A v cele 2 ziskanych mikroelektrodialyzou byla pouzita metoda dle
Bradfordové. Koncentrace byla vypoctena na zakladé regresni rovnice y = 0,178x + 0,4803,

koncentrace v cele 2 po dosazeni do regresni rovnice vysla nulova.

DLS bylo vyuzito ke kontrole zmén velikosti ¢astic imobilizovaného CHTa. Dle experimental-
nich vysledk méfeni pomoci DLS, 1ze potvrdit, Ze CHTa je imobilizovan a pevné navazan na
nanocastice kyseliny hyaluronové, coz brani jeho separaci do cely 2. Po mikroelektrodialyze
byla frakce obsahujici nanocastice analyzovana pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS)
pro ovéfeni, zda nanocastice 1 po mikroelektrodialyze maji stejnou velikost ¢astic a nedochazi
k ovlivnéni velikosti. Pro nanocastice, na které bylo vazano 0,2 mg CHTa, ztistala velikost ¢as-
tic po dialyze srovnatelnd s velikosti pfed. V ptipad€ nanocastic, kde bylo imobilizovano 0,5
mg vSak doslo k vyraznému nartstu velikosti ¢astic (hydrodynamicky primér) i indexu poly-
disperzity. Z toho lze usuzovat, ze u nanocastic doslo k jejich agregaci, coz muze byt disled-
kem navazani vét§iho mnozstvi proteinu na nanocastice. V tabulce 8 jsou uvedeny vysledky
méfeni DLS u obou vzorki a vysledky byly porovnany s dal§i metodou separace proteint, a to
pomoci centrifuga¢nich mikrokolon. V ptipad¢ této metody ziistala velikost oproti ptivodnim
vzorklim nezménéna. Mikroelektrodialyza se v tomto piipad¢ potvrdila jako vhodna metoda
pouze pro vzorky s niz§i koncentraci a elektrické pole ovlivnilo chovani nanocastic s vy$Sim

podilem proteinii na povrchu.
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Tabulka 8:Vysledky z méreni DLS o.— chymotrypsinogenu A navazaného na nanocdstice kyseliny

hyaluronové.
Koncentrace (mg CHTa /1 mg Hydrodynamicky . .
HANPs) 1 frakee Metoda primér (nm) Index polydisperzity
Separace pomoci
centrifugacnich od-
0,200 mg /1 mg solovacich mikroko- 1512 0,644
lon
Separace pomoci
centrifugacnich od-
0,500 mg /1 mg solovacich mikroko- 155.2 0,701
lon
0,200 mg /1 mg Mikroelektrodialyza 145,44 0,704
0,500/ 1 mg Mikroelektrodialyza 568,2 3,49
HANPs-ptivodni - 167,67 0,667
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ZAVER

V ramci diplomové prace byla tspésné zavedena a optimalizovana metoda mikroelektrodialyzy
pro separaci vybranych proteinti. Byla navrzena riznd uspotfadéani aparatury, kterd byla na-
sledn¢ experimentaln¢ ovefena. Diiraz byl kladen na vybér vhodnych membran a optimalizaci
klicovych parametrl procesu, jako je pH, napéti, proud a doba separace. Vysledky potvrdily,
ze mikroelektrodialyza umoznuje G€innou separaci proteintl na zakladé rozdilt v jejich mole-
kulové hmotnosti a naboji. Oproti klasické dialyze nabizi fadu vyhod, mezi néz patii rychlost
separace, nizka spotfeba vzorku a ¢inidel, prace s malymi objemy a Setrnost k biologickému
materialu. Optimalizaci experimentalnich podminek se podafilo dosdhnout vysoké ucinnosti
separace, coz bylo prokézano pii praci s modelovymi proteiny, jako jsou BSA a CHTa. Byly
stanoveny optimalni podminky mikroelektrodialyzy pro jednotlivé proteiny. U samotného pro-
teinu BSA bylo nejvyssi u€innosti priichodu dosazeno pti proudu 30 mA, napéti 100 V, dobé
separace 10 minut a v prostiedi 0,1M glycinového pufru o pH 9. Ve smési proteinii BSA a
CHTua se jako optimalni podminky pro separaci ukazaly proud 30 mA, napéti 100 V a doba 10
minut. Pro BSA byl nejvyssi prichod opét pti pH 9 v 0,1M glycinovém pufru, zatimco pro
CHTua byl nejlepsi prichod zaznamenan pii pH 3 v 0,1M glycinovém pufru. Pfi pH 5 v 0,IM
glycinovém pufru dochazelo k ¢aste¢nému priichodu obou proteinti. Mikroelektrodialyza je
vhodnou alternativou, pokud je zapotiebi rychla a selektivni separace malého mnozstvi pro-
teind. Vysledky zaroven podtrhuji vyznam spravného vybéru membrany a peclivého nastaveni
experimentalnich podminek, které zasadné ovliviiuji efektivitu celého procesu. Zavérem lze
konstatovat, Ze mikroelektrodialyza je perspektivni separacni technikou, vhodnou pro labora-
torni 1 aplika¢ni Ucely v oblasti biotechnologii a analytické chemie. Jeji dalsi vyvoj mize vy-
znamn¢ prispét k efektivnéjsimu zpracovani biologickych vzorki a k roz§ifeni moznosti sepa-

race proteinil v modernich vé€deckych disciplinach.
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