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Abstrakt

Biologicka funkcia kyseliny hyaluronovej (HA) — polysacharidu pozostavajiceho z opa-
kujacich sa jednotiek N-acetylglukozaminu a kyseliny glukurénovej — ma mimoriadne
Siroky a ¢asto protikladny charakter v zavislosti na jej molekulovej hmotnosti (MW).
Bakterialna produkcia poskytuje HA o vysokej MW a ¢istote. Ciefom tejto prace bolo
kontrolovat molekulovi hmotnost vznikajicej HA pridavkom hyalurénidaz poc¢as fermen-
tacie. Pokles MW vedie ku zniZeniu viskozity média, ¢o je predpokladom pre zvySenie
vytazku. HA bola pripravend vsadkovou kultivaciou mikroorganizmu Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus. V priebehu fermentacie bol do bioreaktorov priddvany enzym hya-
luronat 4-glykéanohydrolaza (BTH) roznej koncentracie v réznom Case kultivacie. Bol sle-
dovany vytazok HA, molekulova hmotnost a polydisperzita HA metédou GPC-MALLS,
dynamicka viskozita produkéného média a koncentracia zbytkovej glukézy. Bol dosiahnuty
vznik nizko aj strednemolekularnej HA. Pridavok 10 U (BTH) / g (HA) nemal vyrazny
vplyv na MW, teda funkciu HA, vyrazny pokles viskozity vSak ulah¢il purifikdciu pro-
duktu. Potencidlne zvySenie vytazku HA nebolo dokdzané z dovodu velmi nizkej koncen-

tracie zbytkovej glukozy a kvoli sposobu zrazania HA pri vzniku HA o strednej a nizkej
MW.

Abstract

The biological function of hyaluronic acid (HA) — the polysaccharide, which consists of
repeating units of N-actylglucosamine and glucuronic acid — is extremely broad and of-
ten contradictory, depending on its molecular weight (MW). The bacterial production
provides HA of high molecular weight and purity. The objective of this thesis is to con-
trol the molecular weight of produced HA by the addition of hyaluronidases during the
process of fermentation, resulting in reduction of viscosity of the medium followed by
increase of yield. Hyaluronic acid was prepared by batch fermentation of the microor-
ganism Streptococcus equi subsp. zooepidemicus. During the process of fermentation, the
enzyme hyaluronate 4-glycanohydrolase (BTH) at various concentrations and different
times of cultivation was added to bioreactors. The HA yield, the molecular weight and
the polydispersity by the SEC-MALLS were monitored, together with the residual glu-
cose concentration and the dynamic viscosity of the production medium. The formation
of low and medium molecular weight HA was achieved. The addition of 10 U (BTH) / g
(HA) had no significant effect on the molecular weight and therefore the HA function, but
the corresponding drop of viscosity was noteworthy for the simplification of the product
purification. Potential increase in HA yield was not confirmed because of the very low
concentration of residual glucose and the method of precipitating low and medium MW
HA.
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1 UvoD

Kyselina hyaluronova (HA), ktora existuje vo forme polyaniénu oznacovaného ako hya-
luronan, je linearny polysacharid tvoreny z opakujicich sa jednotiek [-(1,3)-N-acetyl-
glukozaminu a (-(1,4)-D-glukurénovej kyseliny (glukuronéatu). Méze byt dlhé az niekolko
tisic jednotiek. Ak nie je naviazana na iné molekuly, viaZe sa na vodu — vytvéara velmi
viskézne gély, dokaze pohltit az stonasobné mnozstvo kvapaliny.

V stcasnosti existuji dva komercné procesy produkcie kyseliny hyalurénovej. Extrak-
cia z tkaniv zvierat alebo aplikacia systému bakteriadlnej expresie predovsetkym mikroor-
ganizmami rodu Streptococcus. Dolezitym parametrom kvality komeréného produktu HA
vzhladom na jeho reologické vlastnosti a ovplyviiovanie fyziologickych reakcii je mole-
kulovd hmotnost. HA sa vyuziva v Sirokom spektre aplikacii v medicine, potravinarstve
a kozmetike.

Oligosacharidy (< 10 kDa) stimulujt krvna mikrocirkulaciu v pokozke, st protizépa-
lové a hydratacné. HA o nizkej molekulovej hmotnosti (10 — 250 kDa) stimuluje syntézu
kolagénu a telu vlastnej HA. HA strednej molekulovej hmotnosti (250 — 1000 kDa) reguluje
protizapalové procesy v pokozke a stimuluje intracelularnu komunikaciu. Vysokomoleku-
lova HA (> 1000 kDa) zlep$uje hydrataciu pokozky a obnovuje funkciu koznej bariéry.

Bakterialna produkcia poskytuje HA o vysokej molekuldrnej hmotnosti a ¢istote. HA
o nizSej molekulovej hmotnosti (aj oligosacharidy) je bezne vyrabana kontrolovanou de-
polymerizaciou vysokomolekularnej HA v ¢istej forme pouzitim fyzikalnych opatreni (tep-
lota, tlak), ozarovania (elektréonovy lu¢, gama / mikrovlnné / UV Ziarenie), pdsobenim
kyseliny, ozonolyzou, ultrazvukom, kovom katalyzovanou radikalovou oxidaciou a enzy-
matickou hydrolyzou hyalurénidazami.

Biotechnologicka vyroba HA patri medzi vysokoviskézne aerébne fermentacie, kedy
je produkcia HA limitovana prestupom kyslika kvoli vysokej viskozite média. Viskozita
média moze byt znizena degradaciou vysokomolekularnej HA na nizkomolekuldrnu pri-
davkom hyaluronidaz pocas fermetacie, ¢o je vo vysledku predpokladom pre zvySenie
vytazku HA.
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KAPITOLA 2. TEORETICKA CAST

2 TEORETICKA CAST
2.1 Kyselina hyalurénova (HA)

OH

O

Obr. 2.1: Chemicka struktira kyseliny hyalurénove;j.

Polysacharid je tvoreny z opakujicich sa jednotiek [-(1,4)-D-glukurénovej kyseliny (glukuronétu)
a (3-(1,3)-N-acetyl-D-gluk6zaminu [1].

Skelet molekuly hyaluronanu (Obrazok 2.1) je vo fyziologickom roztoku rigidny vdaka
kombinécii struktary disacharidu, internych vodikovych mostikov a interakcii s rozp-
ustadlom. Axialne atomy vodika vytvaraji nepolarnu, relativne hydrofébnu plochu $truk-
tary skrutkovice. Té je schopnd zachytéavat hmotnostne az tisickrat viac vody v porovnani
s hmotnostou vlakna. V roztoku je polymérne vldkno hyalurénanu zvinuté ndhodne. Jed-
notlivé vlakna st zamotané medzi sebou uz pri velmi nizkych koncentraciach, ¢o vedie ku
vykazovaniu nezvycajnych reologickych vlastnosti. Pri vyssich koncentracidch maji roz-
toky velmi vysoku viskozitu, ktora je zavisla na tlaku. Pri 1% koncentracii je roztok sice
rosolovity, pod tlakom vSak moZe byt nasaty otvorom injekénej ihly. Vdaka tejto vlastnosti
je HA nazyvana aj ,pseudoplasticky* material. Nezvyc¢ajné reologické vlastnosti roztokov
hyalurénanu ich robia vybornymi lubrikantmi. hyalurénan v tele oddeluje véac¢sinu ploch
tkaniv, ktoré po sebe kizu [2].

2.1.1 Biologicky vyskyt kyseliny hyalurénovej

V organizme sa HA nachadza vo forme soli — hyaluronatu (hyalurénanu) [2] a v tele 70kg
¢loveka sa celkovo nachadza 15 g v roznych tkanivach, polovica z toho v kozi. HA je syn-
tetizovana ako vysokomolekularny (HMW) polymér, ktory sa v tkanive nachadza ako pe-
ricelularna vrstva. HA moze byt pripadne uvolnena z periceluldrnej matrice a za¢lenend
ako integralna sucast modulu extracelularnej matrix (ECM), alebo sa moze uvolfiovat
v rozpustenej forme do tkanivového moku ¢ krvného obehu. V kazdom pripade podlieha
néslednej degradacii a je odstranena lymfou [3]. Za homeostatickych podmienok sa HA re-
syntetizuje velmi rychlo, denne sa degraduje na nizkomolekularnu (LMW) HA aZ tretina
z celkového mnozstva v tele [4]. Fragmentacia HA nastava enzymatickym alebo neenzy-
matickym procesom. Enzymatické stiepenie HA pomocou hyalurénidaz zahina hydrolyzu
p-(1-4) vézieb v retazci 3] HA. Okrem koZe sa jej najvysSie koncentracie nachadzaji
v makkych spojivovych tkanivach, pupocnej Snire, synovidlnej tekutine a o¢nom sklovci.
Vyznamné mnozstva HA sa tiez nachadzaju v plucach, oblickach, mozgu a vo svalovom
tkanive. Primérne sa HA nachadza v extracelularnej a pericelularnej matrix, ale tiez sa
vyskutuje aj intracelularne [2].
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KAPITOLA 2. TEORETICKA CAST

V kvapalnych spojivovych tkanivach (kibova synovidlna tekutina / o¢ny sklovec) udr-
7uje viskoelasticitu, zabezpecuje hydrataciu tkaniva, trasnport vody, supramolekulovy
zber proteoglykanov v extracelularnej matrix a ma dalsie pocetné funkcie sprostredkované
receptormi pri deleni buniek v mitoze, pri migrécii, ale aj pri vyvoji nadorov a zapalov [2].

2.1.2 Vyuzitie kyseliny hyalurénovej

Kyselina hyalurénova ma unikatne reologické, viskoelastické, hygroskopické a biokompa-
tibilné vlastnosti a je jednoducho vstrebatelna tkanivami. Vdaka tomu sa v sucasnosti
vyvijaju mnohé biomedicinske, farmaceutické a kozmetické produkty, ktoré tiato kyselinu
obsahuju |2, 5|. Momentalne je HA pouzivana na zlepSenie hojenia a regeneracie chirur-
gickych ran, na doplnenie kibovej tekutiny pri artritide, taktiez aj v o¢nej chirurgii [2]. Za
cieflom obnovenia elastickych a viskéznych vlastnosti synovialnej tekutiny pre lie¢bu os-
teoartritidy kolien su intra-artikularne injekcie HA jednou z najpouzivanejsich terapii [6].
V oftalmolégii je HA bezne pouzivané na lie¢bu syndréomu suchého oka a v oftalmologicke;
chirurgii ako zariadenie na vytvorenie vysokoviskéznych roztokov pri nizkych koncentra-
ciach [6]. V poslednej dobe je HA skiimana aj ako ¢inidlo pre oftalmické, nazélne, pltcne,
parenterdlne a topické podanie lie¢iva [2|. Na baze HA ako cielenej zlozky boli presku-
mané uz pocetné systémy dodania lieciv ako st nanokomplexy, nanocastice a konjugéty
lie¢iv [7]. Vel'mi rozsireny vyskum HA je momentéalne v nosi¢ovych aplikaciach pre lieciva
proti rakovine. Tumorové bunky ich selektivne rozpoznéavaju prostrednictvom expresie HA
receptormi ako napriklad CD44 [6] (glykoprotein na povrchu bunky) [2] a RHAMM |[§]
(receptor pre HA sprostredkujici mobilitu) [2]. Na tieto receptory sa dokéze naviazat
Specificky a tym sa dosiahne cielend aplikacia lie¢iva do tumoru [7]. Vdaka vynikajucej
biokompatibilite a biodegradabilite byva HA ¢asto vyuzivana v biomedicine vratane tka-
nivového inZinierstva [8].

2.2 Molekulova hmotnost kyseliny hyalurénovej

Dizka polyméru, a teda molekulova hmotnost HA, hra vyznamnu rolu v interakciach
s extracelularnym matrixom, receptormi na povrchu buniek (vratane receptoru CD44)
a ovplyviuje sposob bunkovej odozvy na extracelularne podnety [3]. Napriek svojej po-
merne jednoduchej primarnej struktire ma HA mimoriadne Siroky a ¢asto protikladny
charakter biologickej aktivity v zavislosti na jej molekulovej hmotnosti [9]. Patologicky
vyznam roznych velkosti HA in vivo je zobrazeny na obrazku 2.2.

Po preskumani literatary sa ukézalo, Ze neexistuje presnéd Specifikicia molekulovych
hmotnosti, ktorymi by boli dané rozmedzia pre HMW-, MMW-, LMW- a oligo-HA. Pre
lep§ie porozumenie a porovnanie roly polymérov HA rozli¢nej velkosti v réznych bio-
logickych nastaveniach kategorizujeme formy MW HA takto: HMW-HA (> 1000 kDa),
MMW-HA (250-1000 kDa), LMW-HA (10-250 kDa) a oligo-HA (< 10 kDa) [3]. Tieto
skupiny nie st v ziadnom pripade zretelne rozdelené; pri mnohych funkcidch je MW HA
polydisperznd, zahiha viac ako jednu velkostni kategoriu. Na rozdiel od toho s Specifické
vlastnosti HA v urc¢itych pripadoch spojené s tizko definovanym spektrom jej MW [10].
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V najbeznejsej homeostatickej nativnej forme existuje polymér HA ako HMW mole-
kula, takmer vo vSetkych tkanivach sa nachadza HA o molekulovej hmotnosti viac ako
1 000 kDa. Malé, ale potencialne vyznamné rozdiely su v zavislosti na type tkaniva a druhu
organizmu (1 000 — 7 000 kDa). Zvysena fragmentacia HA je zrejma najmé pri pato-
logickych stavoch vyskytujicich sa pri zapalovych a fibrotickych ochoreniach. Znakom
mnohych tychto stavov je zvySend produkcia hyalurénan syntaz (HASs) a zvySena kon-
centracia HA. HMW-HA je in vivo degradovana enzymami hyaluréonidazami (Hyals), ktoré
hydrolyzuja refazce HA, ¢im vznikaji medziprodukty — fragmenty MMW / LMW HA.
Za urcitych patologickych podmienok sa rozsah fragmentacie HA vyrazne zvysi, ¢im na-
stavaji zmeny v distribucii a biologickej aktivite produktov HA (napriklad nahromadenie
oligomérov HA). Tieto bioaktivne fragmenty HA spolo¢ne slizia na interakciu s bunkami
a ovplyviuja spravanie inymi spésobmi ako HMW-HA.

HA o niz8ej molekulovej hmotnosti (aj oligosacharidy) je bezne vyrabané kontrolova-
nou depolymerizaciou vysokomolekuldrnej HA v ¢istej forme pouzitim fyzikalnych opat-
reni (teplota, tlak), ozarovania (elektréonovy la¢, gama / mikrovlnné / UV Zziarenie), po-
sobenim kyseliny, ozonolyzou, ultrazvukom, kovom katalyzovanou radikilovou oxidaciou
a enzymatickou hydrolyzou hyaluronidazami [4, 11].

2.2.1 Vysokomolekularna HA (HMW-HA)

Ako uz bolo zmienené, HA sa vo svojom prirodzenom stave nachadza vo forme HMW
(> 1000 kDa) a ovplyviuje bezné homeostatické funkcie roznymi spéosobmi. HMW-HA
méa schopnost zachytavat velké mnozstva vody, ¢o je skvelou biofyzikalnou vlastnostou
pre lubrikiciu, hydratéaciu alebo vyplnenie tkaniv ako st kiby a spojivové tkaniva [12, 13].
Jej hydrofilné atribity tiez umoziiuja pdsobit ako molekulové sito a ovplyviovat rychlosti
absorpcie tekutin z tkaniva a zmeny v ich koncentracii [14]. Biomechanické vlastnosti
HMW-HA st evidentné uz pocas vyvoja, zrelé embryo je obklopené makkou hydratova-
nou matricou bohatou na HMW-HA, mikké matrice st povazované za inhibitory bunkovej
adhézie a proliferacie. Mikroprostredie bohaté na HA ulah¢uje rast a vyvoj tkaniv (neu-
ronov, koncatin, krvnych ciev a srdca). Pritomnost HMW-HA je klu¢ova pre zdrava em-
bryogenézu, cielend delécia hyalurénan syntazy HAS2 vedie k embryonalnej letalite kvoli
abnormalnemu vyvoju srdca [3]. Tieto zvlastne biomechanické vlastnosti HA v mikkych
tkanivach boli nedavno potvrdené in vitro, kde mékké substriaty bohaté na HA podporo-
vali $irenie buniek, ich prilnavost, vznik stresovych vlaken a celkovii normalnu bunkovi
funkciu na rozdiel od substratov bohatych na kolagén s rovnakym stupiiom tuhosti, ktoré
HA neobsahovali [15]. To mozno vysvetluje sposob, akym embryonalne bunky dokazu po-
¢as vyvoja prilnuat, proliferovat a diferencovat sa v mékkych podmienkach. Této hypotéza
sa moze rozsirit aj na hojenie ran, kedze jednym z prvych javov pri tvorbe granula¢ného
tkaniva (napriklad pri koznych poraneniach) je nahromadenie HA v mékkej fibrinovej
matrici.

V in wvitro modeloch na hojenie ran zlepsilo zac¢lenenie HMW-HA do kolagénovych
gélov jeho kontrakciu, napomahalo rozsirovaniu buniek hladkého svalstva ciev, ¢i pe-
rikularnej akumulacii kolagénovych vlakien prostrednictvom HA receptora CD44 [16].
HMW-HA poskytuje priaznivé mikroprostredie pre adhéziu a proliferaciu transplantova-
nych buniek, ¢o vedie k zniZenému zapalu a apoptoze kardiomyocytov, ako aj k zvySenej
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Obr. 2.2: Zhrnutie patologického vyznamu velkosti HA in vivo.

Zeleny text zvyrazhuje pozitivnu rolu pre kazdia MW HA vo funkcii a obnoveni tkaniv, naopak Gerveny
text poukazuje na jej negativny vplyv. Protichodné alebo nejasné odozvy tkaniva st zobrazené oranzovou
farbou [3].

angiogenéze a kardialnej vykonnosti [17]. V zrelej pokozke zlepsila HMW-HA funkciu koz-
nej bariéry prostrednictvom mechanizmov zavislych od receptoru CD44 [18]. HMW-HA
zohrava ochrannu funkciu v tumorigenéze. V modele Tudského koloénového karcinomu
v mysiach po chemoterapii inhibovala liecba pomocou HMW-HA opéatovny rast nado-
rov [19]. Naopak, nadmerné expresia HAS2 (ktora s najvyssou pravdepodobnostou vedie
ku akumulacii HMW-HA) umoziiovala navrat nadorovych buniek do stavu kmenovych
buniek, ¢im podporovala prezitie nddoru [20]. Nie je vSak dokézané, & to bolo priamo
kvoli signalizacii HMW-HA, alebo fragmentami, na ktoré bola akumulovana HMW-HA
degradovana [21].
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2.2.2 Oligoméry HA (oligo-HA)

Mnohé uc¢inky vyvolané oligo-HA v patologickych stavoch sa vyskytuja prostrednictvom
signalu sprostredkovaného receptorom v imunitnych bunkach, ¢o vedie bud k podpore
alebo predlzeniu procesu zipalu [21]. Vznik zapalu a teda aj istého mnozstva oligo-HA je
normalnou stcastou reakcie tela na zranenie. Z toho vyplyva, Ze prebytok oligo-HA mé
na hojenie skodlivy vplyv sposobeny dlhotrvajicim zapalom a podporou progresie ocho-
renia. Napriek tomu moze oligo-HA ulahcit regenerdciu a hojenie tkaniva — rezidentnych
mezenchymalnych buniek. Trvalé dodéavanie oligo-HA nanocastic zvysilo syntézu elastinu
a ulah¢ilo remodelaciu aorty po tiraze potkanov [22]. Modely hojenia ran tiez ukazali, ze
podavanie oligo-HA urychl'uje proces hojenia nahromadenim makrofagov, podporou uza-
tvarania ran 23| a zvySenim angiogenézy a lymfogenézy |24]. Topicka aplikacia oligo-HA
podporuje proliferaciu keratinocytov a zvic¢suje hriabku koze a bariérovi funkciu CD44-de-
pendentnym sposobom [18]. Stucasna literatira je rozdelena podla toho, & oligo-HA (rov-
nako ako LMW — MMW HA) podporuje, alebo potlaca rast nadoru metastaz. Oligo-HA
mé Siroké spektrum roznorodych tcinkov na nadory v porovnani s i¢inkami, ktoré mé na
netransformované bunkové typy v inych patologickych podmienkach [25].

2.2.3 HA o strednej (MMW-HA) a nizkej molekulovej
hmotnosti (LMW-HA)

Fragmenty LMW-HA a MMW-HA st c¢asto detekované ako polydisperzné frakcie s pre-
kryvajucimi sa distribiiciami molekulovych hmotnosti. M6zu byt povazované za medzipro-
dukty a vznikaju kvoli ¢iastocnej fragmentacii pri roznych koncentraciach hyaluronidaz
a reaktivnych foriem kyslika alebo dusika, ale aj kvoli rozdielnej dostupnosti Stiepnych
miest HA. Je tiez pravdepodobné, Ze tieto frakcie obsahuju stéle vznikajicu HA, ktoréa
este nedosiahla svoju plnt dizku. Vzhladom na to sa funkcie MMW-HA a LMW-HA
prekryvaju bud s HMW-HA alebo s oligo-HA [26].

V nadorovom mikroprostredi ma LMW — MMW HA potencial ovplyvnit rakovinové
a stromalne bunky. LMW-HA ulahc¢uje adhéziu a migraciu nadorovych buniek a podpo-
ruje progresiu nadoru aktivaciou proliferacie buniek [27]. AvSak, podobne ako v pripade
oligo-HA v naddorovom mikroprostredi, aj LMW — MMW HA moze rast niektorych nado-
rov inhibovat [28].

2.3 Vyroba kyseliny hyalurénovej

Pozname tri sposoby vyroby kyseliny hyalurénovej (Obr. 2.3), ale iba dva z toho su apli-
kované komer¢ne. Enzymatickou syntézou je mozné vyrobit presne definovana dlzku po-
lymérov bez rizika kontaminacie, ale kvoli finan¢nej néro¢nosti sa nepouziva komercne.
Extrakcia z tkaniv zvierat je energeticky naro¢né na purifikaciu, riskuje sa degradacia HA
endogénnymi hyaluronidazami a vytazky sa velmi nizke. Aplikdcia systému bakterialne;
expresie predovsetkym mikroorganizmami rodu Streptococcus sa za posledné dekady stala
velmi prepracovanou technologiou vyroby [4].
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Metody produkcie

hyaluronanu
Extrakecia Bakterialna Produkcia
z tkaniv zvierat produkcia in vitro

| Enzymy z:
Kohitie hrebene Streptokoky Streptococcus pyogenes
Tudska pupodnd Eniira Pasteurella mulcotida

Hoviidzia synovidlna tekutina

Oc¢ny sklovec
Nepatogénne

mikroorganizmy

Enterococcus faecalis

Escherichia coli
Agrobacterium sp.
Lactococcus lactis, Bacillus

Obr. 2.3: Metody produkcie hyaluréonanu [4].

2.3.1 Extrakcia zo zivoc¢iSneho tkaniva

Ako v kazdej produkcii terapeutickych zlacenin zo ZivociSneho zdroja, aj v tomto pri-
pade bolo potrebné ¢elit kontaminécii proteinmi a virusmi, ¢o moze byt minimalizované
pouzitim materialu zo zdravych zvierat a rozsiahlou purifikaciou [4]. Napriek vybornej roz-
pustnosti HA vo vode je extrakcia vysoko ¢istej HA velmi naro¢nd, pretoze sa v tkanive
nachédza s mnohymi d'alsimi biopolymérmi vratane proteoglykanu [29]. Metody uvoltio-
vania HA z tychto komplexov zahffiaji pouzitie proteolytickych enzymov (napr. papain,
pepsin, prondzu a trypsin), zraZanie i6novymi parmi, organickymi rozpustadlami a zré-
zanie bez rozpustadiel, pouzitie detergentov a dalie [30]. Produkty degradacie a dalsie
kontaminanty byvaju odstrahované ultrafiltraciou a chromatograficky, mikrobialne bunky
sa eSte pred zrazanim, suSenim a dalSou tpravou odstranuju sterilnou filtraciou. Napriek
rozsiahlej purifikdcii moze byt zivoc¢iSny hyaluréonan kontaminovany proteinmi a nukleo-
vymi kyselinami, obsah kontaminantov sa li$i podla typu pouzitého tkaniva. Produkt méze
byt infikovany aj virusovou infekciou, (napriklad bovinnou spongiformnou encefalopatiou)
0 to VACSi doraz sa na purifikiciu kladie. HA farmaceutickej kvality vyrobené extrakciou
z tkaniv zvierat je na trhu dostupna od roku 1979 [4], kedy E. A. Balasz vyvinul efek-
tivny sposob izolacie a purifikicie HA 7 kohutich hrebenov a I'udskej pupo¢nej sniry [31].
Zivoéiény hyaluronan je stale velmi délezitym zdrojom pre industrialnu vyrobu HA, no
obavy z virdlnej a proteinovej kontaminacie spdsobili zvyseny zaujem o biotechnologicku
produkciu hyalurénanu. Najdostupnejsimi zdrojmi na vyrobu HA s vysokou molekulovou
hmotnostou vo velkom meritku st kohtitie hrebene (1 200 kDa), Tudskd pupo¢na $nira
(341 kDa), z hovidzieho dobytka sa ziskava zo synoviélnej tekutiny (1 400 kDa) a o¢ného
sklovca (77 — 1 700 kDa) [4]. V poslednej dobe boli vyvinuté sposoby ziskania HA aj
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z dalsich odpadovych biologickych tkaniv. Extrakcia hyaluronanu z o¢i ryb poskytla HA
o molekulovej hmotnosti 1 600 — 2 000 kDa a dosiahla ¢istotu produktu viac ako 99 %, aj
ked vytazky tejto metody sa stale radia medzi najnizsie [32]. Dalsim skimanym zdrojom
HA sua vajefné Skrupiny, ktoré obsahuju iba 0,5 hm.% HA. Z tohto zdroja bola ziskana
HA o molekulovej hmotnosti priblizne 125 kDa [33].

2.3.2 Enzymaticki syntéza

Rekombinantny enzym mikroorganizmov rodu Pasteurella (pmHAS), ktory sa radi medzi
hyaluronan syntazy triedy II, ma niekolko jedine¢nych vlastnosti, ktoré umoziiuji che-
moenzymaticki syntézu pozadovanych kratkych oligosacharidov. Na rozdiel od neho su
vietky zname syntazy HA triedy I (streptokokové, virusové a vertebralne) pre enzymaticka
syntézu relativne nevhodné. Jedine enzym pmHAS dokaze predlzit exogénne dodavané oli-
gosacharidy in vitro. Trieda I HAS eSte nebola presktimana tak dobre ako pmHAS [34].

Bola popisana nova metodologia chemoenzymatickej syntézy na pripravu pozadova-
nych monodisperznych retazcov HA o akejkolvek molekulovej hmotnosti. Katalyzatormi
syntézy boli v tomto pripade rekombinantné derivaty enzymov hyalurénan syntaz kata-
lyzujtcich polymerizaciu polysacharidu HA. Prirodzene sa vyskytujice HA-syntazy st
glykozyltransferazy s dvojakou funkciou, ktoré pridavaju dva rozdielne cukry — GlcUA
(B-D-glukuronova kyselina) a GleNAc (N-acetyl-/3-D-glukézamin) na vytvorenie polymér-
neho retazca, ako je uvedené v reakeii 2.1.

nUDP — GIcUA + nUDP — GlcNAc— 2 nUDP + [GleUA — GleNAc], (2.1}

Naproti tomu prenasa velka viac8ina ostatnych znamych glykozyltransferaz na akcep-
torovi molekulu len jeden typ monosacharidu. Boli identifikované a molekularne klono-
vané rozne druhy HA-syntiz zo stavovcov, gram-pozitivnych baktérii rodu Streptococcus
skupiny A a C a gram-negativnych baktérii Pasteurella multocida typov A. HA-syntazy
prenasaji cukrové prekurzory (Reakeia 2.1) na vytvorenie polymérov o dlzke priblizne
1-100 monosacharidov in vitro, co odpoveda molekulovej hmotnosti 10-1 000 kDa. Nativna
forma znamych HA-syntéz je nevhodna na vyrobu kratkych oligosacharidov, pretoze je
prilis tazké presne a reprodukovatelne regulovat enzymovu aktivitu kinetickymi prostried-
kami ako st zniZenie koncentracie substratu, teploty a / alebo reakéného ¢asu [34].

HA-syntaza z mikroorganizmu Pasteurella, pmHAS, postupne pridava jednotlivé mo-
nosacharidy k neredukujicemu zakonceniu narastajiceho retazca HA. Tento enzym ob-
sahuje vo svojej Struktire polypeptidu dve nezavislé miesta pre viazbu polyméru, teda
v kazdej doméne transferazy jednu. Poskodenie jedného aktivneho miesta ziadnym spo-
sobom neovplyvni aktivitu enzymu na opac¢nej strane retazca. Preto reakcie 2.2 a 2.3
prebiehaji samostatne na kazdom konci polyméru. NajdolezitejSimi parametrami syn-
tézy s pH (pri extrémnych hodnotéach moézu enzymy prestat pracovat) a pomer enzym /
substrat, tento sposob pripravy presiel zna¢nou optimalizaciou podmienok [35].

UDP—GIcNAc + [GlcUA — GleNAc]|,— UDP + GlcNAc — [GlcUA — GleNA¢]|, {2.2}
UDP—GIcUA + [GleNAc — GlcUA],— UDP + GIcUA — |GlcNAc — GIcUA|, {2.3}
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Cena UDP-cukrovych prekurzorov pouzivanych v chemoenzymatickej syntéze bola ke-
dysi neprekonatelnou bariérou, v poslednych rokoch sa v8ak velmi vyznamne znizila.
Bakterialne rekombinantné systémy produkuja kilogramové mnozstva tychto cukrov a st
relativne finan¢ne dostupné [34].

2.4 Biotechnologicka produkcia

VzhIadom na to, Ze HA produkovana zivoc¢ichmi aj baktériami je identickd, HA produko-
vana biotechnologicky nie je imunogénnou, ¢im sa stava vhodnym zdrojom farmaceutic-
kého hyaluronanu [4]. Syntéza kyseliny hyalurénovej je jedine¢ny a vysoko kontrolovany
bunkovy proces. Na rozdiel od vicsiny glykoézaminoglykénov, ktoré si vytvarané v Gol-
giho aparate, kyselina hyalurénova je syntetizovana integralnymi membréanovymi protei-
nmi — hyalurénan syntazami [42]. Extrakcia HA z mikrobialneho fermenta¢ného média
je proces jednoduchsi ako extrakcia z tkaniv zvierat a dosahuje vysoké vytazky. Dal-
Sou vyznamnou vyhodou mikrobialnej produkcie HA je to, Ze mikrobidlne bunky mdozu
byt fyziologicky a / alebo metabolicky prisposobené na produkciu vyssieho mnozstva HA
s vysokou molekulovou hmotnostou. Preto je biotechnologickd produkcia HA streptokokmi
alebo rekombinantnymi mikroorganizmami obsahujicimi potrebnt hyalurénan syntazu v
dnesnej dobe stale uprednostiiovanejsia. Produkcia HA bola identifikovana v niekolkych
rodoch mikroorganizmov [4]. Niektoré z nich si oznacené ako GRAS (Vseobecne pova-
zované za bezpecné). Ide konkrétne o rekombinantné kmene Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Agrobacterium a Lactococcus lactis [36].

Lactococcus lactis je bezne spajany s potravinarskym priemyslom a mlie¢nymi vyrob-
kami, syrom alebo kyslou kapustou. Fenotypovo ide o grampozitivnu sférickit homolakta-
tovi nesporulujicu fakultativne anaerébnu baktériu so stovkami kmetiov a biovariant [37].
Niekol'ko mutantov mikroorganizmu Lactococcus lactis bolo metabolicky pozmenenych aj
na vyrobu HA. Tento kmen je atraktivnou alternativou na vyrobu HA hlavne vdaka
jeho podrobne prestudovanému gendému a Sirokému spektru spdsobov genetickej manipu-
lacie. Nevyhodou tohto kmena je vysoka produkcia kyseliny mliec¢nej, ktorou je limitované
tvorba HA. Takmer 70 % toku uhlikatého zdroja prudi k vyrobe laktatu. Cielom momen-
talne prebiehajicich studii je preskimanie produkcie HA v mutantnych kmenoch rekom-
binantného Lactococcus lactis obsahujucich laktatdehydrogenazu (ldh) a heterologne gény
hasABC a hasABD zo S. zooepidemicus. Koncentracia vytazku HA v produkénom médiu
pre tento kmen bola zvySena zo Standardnych 0,2-0,9 g/1, az na 3,3 g/1 [36].

Prvé pouzitie E. coli na produkciu HA bolo len v zaujme zistenia funkcie génu koduju-
ceho tvorbu hyalurénan syntazy. Tym bol potvrdeny predpoklad, Ze v pripade pritomnosti
oboch cukrovych prekurzorov je na biosyntézu HA potrebny jedine enzym hasA. Tento
gén pochadzal zo S. pyogenes skupiny A. Neskor sa zistila moznost produkcie Tudskej HA
rekombinantnou E. coli [38].

Bacillus subtilis je grampozitivny sporulujtici mikroorganizmus pochadzajuci z pody
zmov genetického inzinierstva. Tato baktéria je vyuzivana na vyrobu liec¢iv v dosledku
jej dobre charakterizovanej produkcie sekundérnych metabolitov, ktoré mozu byt pouzité
ako antimikrobialne ¢inidla a povrchovo aktivne latky [38], okrem toho, 7e je vyznamnym
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vyrobcom enzymov ako protedzy a a-amylazy, aminokyselin a vitaminov. Tento mikro-
organizmus je schopny vyluc¢ovania velkého mnozstva produktov, ¢o sved¢i o jeho vysoko
rozvinutej biosyntetickej kapacite. Jeho rast v priemyselnych fermentoroch je velmi ekono-
micky [39]. Pouzitie kmena B. subtilis je vynikajicou moznostou produkcie HA, pretoze
tiez patri do skupiny GRAS. Najnov§ie vyvinuty kmen obsahuje gén pre HA syntézu
z P. multocida a operéony pre enzymy spojené so syntézou UDP-cukrovych prekurzorov.
Tento kmen dosiahol produkciu HA az 6,8 g/1 s molekulovou hmotnostou 4,5 MDa [38].

Kmen Agrobacterium ATCC31749 je alfa proteobaktéria ¢elade Rhizobiaceae, na roz-
diel od inych druhov tejto ¢elade nie je asociovany s rastlinami [40]. Je znamy ako produ-
cent polysacharidu kurdlanu, ¢o dokazuje jeho prirodzent schopnost syntetizovat cukrovy
nukleotidovy prekurzor, UDP-glukdzu. Stadie produkcie HA s pouzitim Agrobacterium
ako hostitel'a vSak maji isté obmedzenia. Boli preskiimané tri hostitel'ské kmene pre syn-
tézu HA prostrednictvom expresie génu pmHas z P. multocida. Najvyssi pozorovany vy-
tazok bol o koncentracii 3,0 g/1 a molekulova hmotnost HA vyrobenej mikroorganizmom
Agrobacterium sp. LTU261 bola priblizne 1,3-krat vicsia ako pri produkcii streptoko-
kom [38].

Baktéria Enterococcus faecalis je grampozitivny kok s prirodzenym vyskytom v Tud-
skom tele v dstnej dutine a ¢revach. V literature existuje iba niekolko §tudii zahfhajucich
E. faecalis ako producenta HA. To moze byt sposobené celkovo nizkym ziskanym vytaz-
kom v porovnani s inymi mikroorganizmami. De Angelis et al. [34] uviedol, Ze po zavedeni
aspon dvoch streptokokalnych proteinov do akapsularneho E. faecalis by bola syntéza HA
mozné. Po inkorporéacii operonu hasA bol E. faecalis schopny z 20 g/1 glukdzy syntetizovat
0,69 g/1 HA [38].

2.5 Fermentacia baktérie Streptococcus zooepidemaicus
za uc¢elom tvorby HA

Streptokoky st nesporulujice nepohyblivé baktérie, ktoré maju pod mikroskopom maly
gulovity tvar. Rastu obvykle ako diplokoky alebo tvoria retazce obklopené rozsiahlou
extracelularnou kapsulou, ktora je typicky jeden aZz trikrat vicsia ako priemer jednej
bunky [30]. V mnohych mikroorganizmoch rodu Streptococcus typu A a C sa HA tvori
okolo bunky ako mukoézna kapsula, ktord im poméha vyhnit sa rozpoznaniu imunitnym
systémom hostitela. V streptokoku je HA produkovand ako sekundarny metabolit a jej
produkcia je ovplyvnend genetickymi aj nutriénymi faktormi [41] a podmienkami biosyn-
tézy. Niektoré mikroorganizmy moézu produkovat hyalurénidazy — extracelularne enzymy,
ktoré hydrolyzujt vzniknuty extracelularny polysacharid, ¢o vedie k zniZeniu koncentrécie
aj molekulovej hmotnosti produktu. Boli implementované rozne postupy, ktoré viedli ku
zlepSeniu kmenov na ziskanie kolonii bez hyaluréonidaz a S-hemolytickej aktivity. Produk-
cia hyaluréonanu moze byt ovplyvnena aj podmienkami fermentacie ako zlozenie média,
pH, koncentracia rozpusteného kyslika, geometria miesadla a frekvencia miesania [30].
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2.5.1 Biosynteticka driha kyseliny hyalurénovej

Biosyntéza kyseliny hyalurénovej mikroorganizmami rodu Streptococcus prebieha dvomi
sibeznymi drahami, pricom kazda z nich vedie k tvorbe jedného z cukrovych prekurzo-
rov, kyseliny g-D-glukurénovej a N-acetyl-3-D-glukézaminu. Has operén koduje v mikro-
organizme Streptococcus equi subsp. zooepidemicus okrem hyalurénan syntazy aj dalSie
enzymy podielajice sa na biosyntéze aktivovanych cukrov [42]: UDP-glukéza dehydroge-
néza (hasB), UDP-glukoza pyrofosforylaza (hasC), glmU paralég majici dvojita funkciu
enzymu acetyltransferazy a pyrofosforylazy (hasD) a pgi paralog pre fosfoglukoizomerazu
(hasE) [41].

GLYKOLYZA
Hexokindza hasE (Fosfoglukoizomerdza) T
Glukéza P Glukéza-6-fosfit ¥ Fruktbza-6-fosfit
Pgm (Fosfoglukomutdza) l GlmS (Amidotransferdza) l
POLYSACHARIDY i e L
) “«— Glukéza-1-fosfit Glukézamin-6-fosfat
PRE BUNKOVU STENU hasC
(UDP-glukdza pyrofosforyliza) l GimM (Mutdzn) l
KYSELINA TEICHOOVA +—— UDP-glukéza Glukézamin-1-fosfat
j_im.B ) _ l hasD (Acetyltransferdza) l
(UDP-glukézo dehydrogendza) ) h
Kyselina UDP-glukurénova N-Acetylglukézamin-1-fosfat

hasA (Hyoluronan syndza) l hasD (Pyrofosforyliza) l

HYALURONAN €——— UDP-NAcetylglukézamin
hasA (Hyaluronan syntdza) l

PEPTIDOGLYKAN

Obr. 2.4: Biosyntetickd draha kyseliny hyaluronovej [4, 43].

Prvym krokom biosyntézy zobrazenej na obrazku 2.4 je fosforylacia glukézy za ucasti
enzymu hexokinazy, ¢im vznika glukoza-6-fosfat. Ten je zapdjany do dvoch syntetickych
drah, pricom kazdé z nich vedie ku vzniku jedného kla¢ového prekurzoru — kyseliny UDP-
-glukurénovej a UDP-N-acetylglukézaminu.

V prvom stbore reakcii, vediicom ku vzniku kyseliny glukurénovej, enzym a-fosfoglu-
komutaza (Pgm) konvertuje glukézu-6-fosfat na glukozu-1-fosfat. Nasledne je fosfatova
skupina z uridintrifosfatu prenesend UDP-glukézapyrofosforylazou (hasC) na glukézu-1-
-fosfat za vzniku UDP-glukozy. UDP-glukoza je oxidovana UDP-glukézadehydrogenézou
(hasB), ¢im vznika prvy prekurzor kyseliny hyaluronovej, UDP-glukurénova kyselina.

V druhej casti metabolickej drahy je glukoza-6-fosfat konvertované fosfoglukoizome-
razou (hasE) na fruktozu-6-fosfat. Na t je pomocou amidotransferazy (GlmS) pripojena
aminoskupina z glutaminu. Tym vznika glukozamin-6-fosfat, ktory je mutazou (GlmM)
premeneny na glukozamin-1-fosfat. Ten je nasledne acetylovany acetyltranesferazou (hasD)
a aktivovany fosforylaciou enzymom pyrofosforylaza (hasD), ¢o vedie k vzniku druhého
cukrového prekurzoru, UDP-N-acetylgluk6zaminu.
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Hned po syntéze oboch prekurzorov ich hyalurénan syntézy (hasA) polymerizuju za
vzniku polyméru kyseliny hyalurénovej. K tomuto kroku dochadza na cytoplazmatickej
membrane a v koordinacii so syntézou si molekuly vytlacané do extracelularnej matrix.

Biosyntéza kyseliny hyalurénovej je pre baktérie energeticky naro¢nym procesom.
Niektoré medziprodukty tvorby HA st zapojené do biosyntézy bunkovej steny, rastu
buniek a tvorby laktatu v glykolyze. Kvoli spotrebe rovnakého prekurzoru si procesy
syntézy HA a rastu buniek biochemicky konkuruja. Dalsou limitaciou v tvorbe HA je
konkurencia o prisun uhlika medzi syntézou HA a glykolyzou. Preto je mozné oslabenim
glykolytického procesu a zniZzenim miery tvorby biomasy dosiahnut zvySenie tvorby HA
a jej molekulovej hmotnosti [43].

2.5.2 Mikroorganizmus a jeho nutri¢né poziadavky

Streptokoky st auxotrofné mikroorganizmy, maja teda Specifické nutricné poziadavky
na niektoré aminokyseliny a vitaminy. V zloZeni média si zvy¢ajne zahrnuté kvasinkové
alebo zivocisne extrakty, ¢i hydrolyzaty kazeinu. Esencidlnymi pre syntézu polysacharidov
s tiez kationy manganatych a hore¢natych ionov. Obcas je ako rastovy faktor do média
pridavana telacia krv alebo krvné plazma, pripadne lyzozym na stimuléciu produkcie HA.
Zvysujuce sa obmedzenia regula¢nych agentir v Eurépe ale aj v USA a Specifické obavy,
prisne sa tykajice kazdej zlaceniny pochadzajicej zo Zivo¢iSnych zdrojov, v sic¢asnosti bra-
nia vyuzivaniu tychto zloziek vo vyrobnych procesoch [30]. Na produkciu HA je potrebné
optimélne mnozstvo uhlikatych a dusikatych zdrojov organického, ale aj anorganického
charakteru [44]. Pre §tudie mikrobidlneho metabolizmu bolo formulovanych niekol'ko che-
micky definovanych médii, ale z dovodu nizkeho vytazku sa ukazalo, Ze nie sit vhodné na
priemyselné vyuzitie [30].

2.5.3 Zakladné parametre fermentacie

Na produkciu HA sa pouzivaju rozne typy fermentécie. Patri medzi ne vsadkova, pri-
tokova aj kontinualna bia. NajCastejSie je pouzivana vsadkova, no v doésledku tazkého
spracovania viskozneho média je produkcia HA obmedzend do maximalnej koncentracie
6-7 g/1. Vyuzivanie kontinualnej fermentacie je vytaznejSou stratégiou, pretoze bunkovy
rast streptokoka moze byt udrziavany v exponencialnej faze, ktorej predizenie vedie k zvy-
Senej produkcii HA. To je désledkom faktu, ze ¢innost hyalurénan syntazy sa pozastavuje
az v stacionarnej faze [45].

Najvyssi bakteridlny rast bol pozorovany za optimalnych kultivaénych podmienok pri
pH=T a teplote 37 °C pri neobmedzenom mnozstve glukdzy. Najvyssia produktivita a naj-
vicsia molekulova hmotnost HA bola zaznamenand pri suboptimalnych rastovych podmi-
enkach, ked bunky rastli pomalsie a energia bola dostupné pre ostatné procesy [46].

Enzymatickd aktivita a rychlost konverzie hyalurénan syntaz zavisi na hladine ak-
tivovaného cukrového prekurzoru. Na produkciu HA je vo vsadkovych fermentac¢nych
procesoch najcastejsie aplikovana koncentracia cukru v romedzi 60-70 g/1.
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Za cielom zvySenia vytazku bolo dspesné zavedenie pulznych pridavkov cukru, va¢sinou
st pouzivané dve davky (od 20 do 50 g/l) po 8 az 10 hodinach fermentacie [30]. Pri
obmedzenom mnozstve glukézy najprv dochédza k znizeniu produkcie HA a nésledne
k poklesu molekulovych hmotnosti [47].

Za suboptimélnych rastovych podmienok je mozné znizit mnozstvo uhlikatého zdroja,
¢im dojde ku kompeticii medzi bunkovym rastom a syntézou HA [46]. Velmi efektivna
je kombinécia vsadkovej a pritokovej kultivacie, ¢o dokazal Liu a kol. [48]. Fermentaciu
rozdelil na dve fazy, v prvej (0-8 hodin) bol S. zooepidemicus fermentovany pritokovou
kultivaciou a v druhej (po 8-20 hodinach) presiel na vsadkovi fermentaciu s pociatoc-
nou koncentraciou sacharozy 15 g/l. V tejto dvojfazovej stratégii bola produkcia kyseliny
hyalurénovej zvysena o 32 % [48].

Glukoéoza

100 %

5 % 10 % .
Hyalurénan < A EMP dréha /°\ > Biomasa

ADP  ATP

+

NAD  NADH

ATP  ADP

A
NADH NAD" :

80-85 %

Laktat

Obr. 2.5: Vztah medzi bunkovym rastom, syntézou kyseliny hyaluréonovej a akumulaciou
laktatu. [49].

Na obrazku 2.5 je vykresleny tok glukézy ako uhlikatého zdroja. Pocas fermentéacie je na
rast buniek utilizovanych priblizne 5 % uhlikatého zdroja, na syntézu HA priblizne 10 %
a 80-85 % je pouzitych na vyrobu kyseliny mlie¢nej a octovej [49]. Zdroj uhlika a energie
je predmetom konkurencie bunkového rastu a syntézy HA, zatial ¢o vznikajuca kyselina
mlie¢na inhibuje ako bunkovy rast, tak aj syntézu HA [50].

Pre lepSiu predstavu priebehu fermenticie bol prilozeny vztah medzi produkciami
jednotlivych metabolitov a bunkového rastu zndzorneny na obrazku 2.6. Mikroorganizmus
bol pri tomto pokuse sice alkalicky stresovany, pre vykreslenie vztahu medzi tvorbou
biomasy a jednotlivymi metabolitmi je vSak model postacujici. Na obrazku 2.6 mozeme
vidiet, Ze po dvojhodinovej lag-faze sa bunky zacali mnozit exponencialnou rychlostou,
ktor4 trvala az do casu 10 hodin a koncentracia biomasy dosiahla najvys$siu hodnotu
po Strnastich hodinach. Sacharéza spotrebovana na rast HA poklesla z povodnych 70 g
priblizne na 8 g. Produkcia HA a kyseliny mlie¢nej bola takmer synchrénna. Koncentracia
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Obr. 2.6: éasovy priebeh parametrov fermentacie.

Zhora: rastu buniek - koncentracie biomasy (biely Stvorec), koncentracie zbytkovej sacharézy (Gierny
Stvorec); koncentracie HA (biely Stvorec) a kyseliny mlie¢nej (¢ierny Stvorec) [49].

HA dosiahla maximélnu koncentraciu 5 g/l po 16-tich hodinach fermentacie a celkové
mnozstvo akumulovanej kyseliny mlie¢nej za cela fermentaciu bolo 52 g/1 [49].

2.5.4 Aeracia

Dalsim kIi¢ovym parametrom pocas procesu vyroby hyaluronatu je aeracia. Biopolymeér
moze byt vyrabany aerobne, ale aj anaerébne. Aerébna fermentacia vykazuje vyssiu mole-
kulovii hmotnost hyalurénanu a o 20% vyssie vytazky. Podporu produkcie HA pridavkom
kyslika mozno vysvetlit nasledujacim spoésobom. V pritomnosti kyslika a katalyzatora
NOX vzrasta energeticky vytazok (uvedené v reakcii 2.4). Kyslik rozpusteny v médiu
moze presmerovat ¢ast toku uhlika na tvorbu acetatu namiesto laktatu, ¢im sa vytvoria
namiesto dvoch molekial ATP az tri. Vdaka tejto ziskanej energii sa dosahuju vyssie vy-
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tazky bunkovej hmoty a HA [30]. Expresia hyaluronan syntazy je za aerébnych podmienok
az devitkrat vyssia ako za anaerobnych. Kyslik indukuje enzymy zapojené do produkcie
UDP-N-acetylglukozaminu (hasD) a Krebsovho cyklu, ktory poskytuje dalsiu molekulu
ATP a acetylkoenzymu A, ktory moze byt znova pouzity na syntézu HA [51].

0, + 2NADH —NO%. 11,0 4 2NAD? (2.4}

2.5.5 Vyuzitie suboptimalnych podmienok na zvySenie produkcie HA

Ako bolo uvedené uz skor, baktérie vyuzivaji na syntézu kyseliny hyalurénovej rovnaké
prekurzory ako na rast bunky, glukoza-6-fosfat sa naviac uplatiuje v procese glykolyzy,
¢im dochidza medzi tymito pochodmi ku kompeticii. Rychly rast biomasy nemé priaz-
nivy vplyv na tvorbu kyseliny hyalurénovej [46], preto utlmenim glykolytickych procesov
a znizenim rychlosti rastu buniek dochadza k navySeniu vytazku kyseliny hyalurénovej
aj molekulovej hmotnosti. Experiment, ktory previedol Liu a kol. spoc¢ival v zmene pH
z optimalnej hodnoty 7,0 na vyssiu (8,0; 8,5; 9,0) v trvani 0,5; 1,0; 1,5 h. Stresovanie
prebiehalo od Siestej hodiny fermentacie, ktoré predstavuje strednt fazu exponencialneho
rastu, az do konca fermentacie (16 h) [49]. To viedlo ku presmerovaniu uhlikatého zdroja
od tvorby biomasy a produkcie laktatu ku syntéze HA a acetatu. Vdaka tomu sa oslabila
inhibicia produkcie HA kyselinou mlie¢nou a tvorbou acetatu sa ziskala jedna molekula
ATP naviac, ¢o znova podnietilo tvorbu HA. V dalsom experimente Liu a kol. spoma-
lil mnozenie baktérii pravidelnou zmenou hodnoty pH optimélnej pre rast buniek (7,0)
na suboptimélnu hodnotu (8,0). K zmene dochadzalo po dvoch hodinach medzi 6. a 16.
hodinou kultivacie. Tymto postupom bol zvySeny vytazok kyseliny hyalurénovej z 5,0
na 6,5 g/l [48]. Jagannath a kol. spomaloval rast buniek pravidelnou zmenou teploty
z 37 °C na 30 °C, glykolyzu oslabil pridavkom pyruvitu. Aj tato metéda viedla k navyse-
niu vytazku kyseliny hyaluronovej [52].

2.5.6 MieSanie

Mieganie média je dolezitym faktorom ovplyviujicim vytazky aj molekulovi hmotnost
HA [46] napriek tomu, Ze sa polymérny retazec HA uvadza ako nachylny na mechanicky
stres [30]. ZvySenim mieSania vzrasta vytaznost HA za aerébnych aj anaerobnych pod-
mienok. Dévodom méze byt zvySeny pohyb, teda znizenie viskozity kultivaéného média a
lepsi pristup baktérie ku kysliku a uhlikatému zdroju [46]. Pri miernych otackach miega-
diel sa zvySuje molekulovd hmotnost HA, pokles naopak nastava pri zvySenej rychlosti
otacania, pretoze za tychto podmienok vznikaju strizné sily [53].

2.5.7 Purifikacia a ziskanie HA z produkéného média

Po odstraneni buniek z fermentac¢ného média je HA dosledne purifikovana. Izolacia buniek
z produk¢éného média je pomerne zlozita. Pri vysokych vytazkoch HA viskozita produkc-
ného média vzrasta a to vytvara vztlakova silu, kvoli ktorej je odstredenie buniek bez
zriedenia média takmer nemozné [30].
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Procesy purifikacie a zrazania HA z produkéného média si finan¢ne nakladné a na-
ro¢né na odstranenie vSetkych znecistujucich latok. Bolo patentovanych mnoho spdsobov
purifikacie HA.

Zrazanie HA z média moze byt vykonana pouzitim neidénového surfaktantu, zrazenina
rozpustena v roztoku chloridu vapenatého a bunky moézu byt odstranené centrifugéciou
alebo filtraciou po pridani acetdtového pufru. Na ziskanie ¢istej HA sa pouzivaja zrazadla
ako etanol a izopropylalkohol, ktorymi sa HA niekol'konasobne purifikuje, pred ukonc¢enim
zrazania sa moze zrazenina HA rozpustit vo vode a zbytkové znecistujice latky sa mozu
odstranit pridanim aktivneho uhlia a néaslednou filtraciou. Na ziskanie HA farmaceutickej
kvality sa HA purifikuje striedavo sa opakujicimi pridavkami cetyl pyridinium chloridu,
rozpustenim zrazeniny a zrazanim izopropanolom. Nakoniec sa roztok ziskanej HA este
moze dodistit prechodom kolonou s kremic¢itanom hore¢natym a mikrofiltraciou, dal$im
zrazanim izopropanolom a findlnym d¢istenim etanolom. Na odstranenie necistot sa pri
vysSie zmienenych metodach ¢asto pouzivaji kvartérne amoniové soli, ktoré ale vytva-
raju velké mnozstva odpadovej vody a s najvicSou pravdepodobnostou buda pritomné aj
v kone¢nom produkte. Preto bol namiesto pouzitia tychto soli vyvinuty sposob purifikacie
anidonaktivnymi ibnomeni¢mi, ich pouzitie je v8ak finan¢ne nakladné. Nedistoty je mozné
odstranit aj pouzitim hlinitanu zino¢natého ako adsorbenta, ktory sa z roztoku odfiltruje,
alebo filtraciou cez elektricky nabity filter.

Metody purifikdcie si sice naroc¢né nielen energeticky, ale aj casovo, ale spravnymi
kombinaciami zmienenych metod je v dneSnej dobe mozné ziskat vysokocisti HA v rela-
tivne kratkom Case [54].

2.6 Enzymy hyalurénidazy

Molekularna geneticka analyza ukazala, Ze podla homologie sekvencie aminokyselin mézu
byt hyaluréonidazy zoskupené do dvoch hlavnych skupin: hyalurénidazy z eukaryotov a
prokaryotov. Prva klasifikdcia hyaluronidaz bola stanovena podla ich mechanizmu kata-
Iyzy uz v sedemdesiatych rokoch. Tato klasifikacia bola zalozZenéd na substratovej specifi-
cite a biochemickej analyze hyaluréonidaz a ich reakénych produktov a pozostava z troch
skupin.

Prvou skupinou st hyalurénidédzy mikrobidlneho pévodu, bakteridlne hyaluronat lyazy.
Degraduji HA pomocou p-eliminacie, ¢o vedie ku vzniku disacharidov. Tieto lyazy boli
izolované z niekolkych druhov mikroorganizmov ako Clostridium, Micrococcus, Strepto-
coccus a Streptomyces, ktoré sa lisia v substratovej Specifite.

Druhou skupinou st hyalurénidézy vyskytujice sa v slinnych zl'azéch pijavic a hlist.
Tieto enzymy st hyaluronat-3-glykanohydrolazy a Stiepia 1,3-glykozidicka véazbu, ¢im
vznikaju tetra a hexasacharidy s kyselinou glukurénovou na redukujicom konci.

Do tretej skupiny patria cicavéie hyaluronidazy 4-glykdnohydrolazy, ktoré nahodne
Stiepia 1,4-glykozidickd vézbu a ich hlavnym produktom su tetrasacharidy. Tieto glyko-
zidazy maju hydrolyticka a transglykozidazova aktivitu a okrem HA degraduji aj iné
molekuly. Najznamejsie hyaluréonidazy tejto triedy su testikularna, lyzozomélna a hya-
luronidaza z véelieho jedu [55].
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V tejto praci bol pouzity enzym BTH (z anglického Bovine Testine Hyaluronidase).
Struktdrne sa jednéa o tetramér pozostavajuci zo Styroch rovnakych podjednotiek [56].
Aktivne hyalurénidazy v semennikoch cicavcov boli objavené uz davno, rovnako ako aj
priprava hovidzich a ovéich hyaluronidaz na terapeuticku aplikiciu [55]. BTH nahodne
hydrolyzuje 1,4-vizby medzi N-acetyl-3-D-glukézaminom a D-glukuronatovymi zvyskami
v hyaluronate. balej hydrolyzuje 1,4-5-D-glykozidické vazby medzi N-acetyl-galaktoza-
minom alebo N-acetyl-galaktézamin sulfatom a kyselinou glukurénovou v chondroitine,
chondroitin-4- a -6-sulfate [57]| a v malom rozsahu posobi aj na dermatansulfat [55]. Op-
timalne pH enzymu je 4,5 az 6,0 [58] a jeho Specificka aktivita je 400-1000 U/mg pevnej
latky [59]. (Specificka aktivita je také mnozstvo enzymu, ktoré katalyzuje tvorbu 1 pmol
produktu za 1 mindtu pri §tandardnych — optiméalnych podmienkach |60]). Ako hlavné
a najmens$ie produkty ich hydrolyzy boli identifikované tetrasacharidy a disacharidové
fragmenty [55].

2.6.1 ZniZenie viskozity fermenta¢ného média

V hydrodynamike je viskozita mierou trecieho odporu, ktory kladie pohybujtca sa kvapa-
lina posobiacej striznej sile. Parametre, ktoré ovplyviuju tok roztoku polyméru st napr.
koncentracia polyméru, rozpustadlo, teplota, tlak a iné; preto nie je [ahké tieto viskozime-
trické merania interpretovat. Z tohto dévodu st presné merania vykonavané v zriedenych
roztokoch, v ktorych st interakcie medzi molekulami polymérov minimalizované, vtedy
sa uplatiuja len interakcie medzi polymérom a rozpustadlom.

2.6.2 Pridavok hyalurénidaz pocas fermentacie

Liu a kol. sa v studii fermenticie mikroorganizma Streptococcus equi subsp. zooepide-
micus zaoberal pridavkom roéznych koncentracii hyaluronidazy E.C.3.2.1.36 (patri medzi
3-glykanohydrolazy a nahodne Stiepi 1,3 vizby v HA) do média v 8. h fermentacie.

Cislo experimentu 1. 2. 3. 4. 5. 6.
Koncentracia hyaluronidazy [g/]] 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
Koncentracia biomasy |[g/]] 136 14,2 15,3 16,7 189 19,0
Koncentracia zbytkovej sacharozy [g/1] 8,6 73 62 53 4,7 31
Koncentracia HA [g/]] 5,0 53 56 6,0 60 6,0
M, HA [kDa| 1300 500 200 45 32 21
Index polydisperzity (PDI) 1,8 1,7 1,5 14 13 1.2

Tab. 2.1: Vplyv pridavku hyaluronidazy na fermentéciu Streptococcus equi subsp. zoo-
epidemicus [11]

Pociato¢na koncentracia sacharozy bola 70 g. V tejto studii (Tab. 2.1) bolo zistené, ze
zvy$enie prestupu kyslika inhibuje syntézu kyseliny mlie¢nej. Molekulova hmotnost HA
a index polydisperzity (PDI) klesal s rastiicou koncentraciou enzymu.
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Bol potvrdeny predpoklad zvySenia vytazku vdaka zmierneniu limitécie produkcie
HA prestupom kyslika. Koncentracia HA sa zvySovala s rasticou koncentriciou enzymu
az do 0,15 g/1. Koncentracia enzymu vyssia ako 0,15 g/l nemala dalsi vplyv na vytazok
HA. Téato skutocnost je dana kritickou hodnotou koncentracie rozpusteného kyslika pre
produkciu HA, ktora ¢ini 5 % [11].

V stuadii, ktorej sa venoval Jin a kol., bol v 60-100 hodinovej pritokovanej fermentacii
geneticky modifikovaného mikroorganizmu Bacillus subtilis ovplyvhovany vytazok a mo-
lekulova hmotnost HA nadmernou expresiou génu pre hyalurénidazu z pijavic, (LHyal)
3-glykdnohydrolazu . Aktivita hyalurénidazy sa zvySovala exponencidlne pocas fermenté-
cie. Médium s koncentraciou sacharozy 15 g/1 bolo pritokované sachardzou exponencialne
od 7,5 do 10 g-h™! - 171, Vytazok HA sa zvysil z 5,96 g/l na 19,38 g/1, ¢o je dosial najvyssi
publikovany vytazok HA mikrobidlneho povodu. Regulovana expresia génu pre LHyal bola
efektivna pre vyrobu $pecifickej HA v rozmedzi molekulovych hmotnosti od 2,2 do 169
kDa.

Napriek vysokej vytaznosti pouzitého kmena, ktory dosahoval produkciu HA o kon-
centracii 5,96 g/1 (Tab. 2.2) bola produkcia HA limitovana koncentraciou rozpusteného
kyslika. Pridavkom hyaluronidaz sa jeho kone¢na hodnota zvysila z 0 % a7 na priblizne
50 % pri R1 a 60 % v pripade experimentov R1 a WT. Z rapidneho nérastu vytazku
(Tab. 2.2) mozeme usudit, Zze mikroorganizmus Bacillus subtilis reaguje zvySenim pro-
dukcie HA na radovo vyssie hodnoty rozpusteného kyslika, na rozdiel od Streptococcus
equi subsp. zooepidemicus, ktory je limitovany uz hodnotou 5 % [61].

Oznacenie experimentu A R2 R1 WT

Aktivita hyaluronidazy [U/ml| 0 6,4-10* 88-10* 162-10*
Koncentracia HA [g/]] 5,96 7,13 9,18 19,38
M, HA [kDa] 1420 496 18,0 6,62

Index polydisperzity (PDI) 1,34 1,47 1,73 1,96

Tab. 2.2: Vplyv pridavku hyalurénidazy na fermentaciu Bacillus subtilis [61]

2.7 Analyza molekulovej hmotnosti a polydisperzity
pomocou SEC-MALLS

Moélova hmotnost je ddlezitou charakteristikou kazdého polyméru [62]|. Vo viéSine pripa-
dov nemaju vSetky molekuly polyméru rovnaky polymeriza¢ny stupen. Pre exaktny popis
vzorky polyméru je preto potrebné stanovit mnozstvo kazdej frakcie s rovnakou mélovou
hmotnostou, teda distribiciu moélovej hmotnosti pouZzitim komercéne dostupného softvéru.
Na obrazku 2.7 mézeme vidiet distribiiciu molekulovej hmotnosti polymérov v jednotli-
vych hmotnostnych frakciach.
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Hmotnost frakcie

Molekulova hmotnost

Obr. 2.7: Vyznam jednotlivych moélovych hmotnosti v distribucnej krivke [64].
2.7.1 Molekulova hmotnost

Ciselny priemer moélovej hmotnosti M, je definovany ako pomer sa¢tu hmotnosti
vietkych polymérnych molekil vo vzorke k celkovému pocétu vSetkych molekil [63]. Je sen-
zitiviny na zmeny v hmotnostiach jednotlivych frakcii. Malé molekuly predstavuji nizku
hmotnost pre velké mnoZstvo molekil, pricom velké molekuly predstavuju vysoka hmot-
nost pripadajicu malému mnozstvu molekil. Preto uz malé mnozstvo nizkomolekuldrneho
materidlu vyrazne zmeni celkovy pocet molekul. Naopak, tato metdda je pomerne necitliva
na rovnaké zmeny pri vysokomolekularnych materialoch [65].

Hmotnostny priemer moélovej hmotnosti M, poskytuji metody, u ktorych je
merané veli¢ina zavisla od hmotnosti ¢astic, napr. rozptyl svetla [63]. Intenzita rozptylu
pri akomkol'vek uhle je funkciou druhej mocniny molekulovej hmotnosti M,,. Vdaka tomu
je prispevok hmotnosti velkej molekuly vyznamnejsi ako prispevok malej molekuly [65].

"z"-priemer moélovej hmotnosti M, je najmenej pouzivany priemer molovej hmot-
nosti [63] a je mimoriadne senzitivny na pritomnost vysokomolekularnych retazcov [66].

Vgetky priemery moélovych hmotnosti st rovnaké len pre monodisperzné systémy. So
zvacsujicou sa Sirkou distribt¢nej krivky sa rozdiel medzi jednotlivymi priemermi molo-
vych hmotnosti zviésuje [63]. Stupfiom polydisperzity PDI oznac¢ujeme pomer hmotnost-
ného priemeru molekulovej hmotnosti M, ku ¢iselnému priemeru molekulovej hmotnosti
M,,. Pre monodisperzny systém je tento index rovy 1,00 a s rastticou distribiciou polyméru
sa jeho hodnota zviacsuje. Hodnota PDI urcuje Sirku distribiicie molekulovej hmotnosti
polyméru vo vzorke [66].
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2.7.2 SEC-MALLS

Gélova permeacnéa chromatografia patri medzi najic¢innej$ie a najpouzivanejsie metody,
ktoré je mozné pouzit na stanovenie molovej hmotnosti biopolymérov [62]. Patri medzi
metody kvapalinovej chromatografie, pri ktorej sa c¢astice delia v zéavislosti od hydrody-
namického rozmeru Castic v roztoku.

K separacii molektl metédou GPC dochidza v kolonach, ktoré st naplnené poréz-
nymi Casticami (stacionarna faza). Tieto ¢astice mozu byt sklenené, silikagélové ale naj-
CastejSie sa pouziva napucany polymeérny gél (napr. styrén — divinylbenzénovy kopolymér
a HEMA). Analyzovany polymér sa rozpusti vo vhodnom rozpustadle (koncentracia ¢ini
priblizne niekolko desatin percenta) a malé mnozstvo roztoku (najcastejsie 100 pl) sa dév-
kuje do pradu mobilnej fazy. Analyzovany polymér musi byt v mobilnej faze rozpustny. Ak
vzorka obsahuje zmes molekil roznych rozmerov, najmensie molekuly prenikaja difiziou
do vsetkych porov naplne a pretoze rozpustadlo volne prudi iba v priestore medzi zrnami
gélu, buda najvacsie molekuly vymyté z kolony ako prvé a mensie molekuly, ktoré sa na
svojom postupe zdrzia prenikanim do poérov, opustia kolénu neskor. Na vystupe z ko-
lony st molekuly registrované detektorom. Ziskany zéznam detektoru (chromatogram)
je grafickym zaznamom velkosti signalu detektoru a elu¢ného objemu. Velkost signalu
je imerna koncentracii molekul eluujtacich pri danom elu¢nom objeme. Elu¢ny objem je
ur¢eny velkostou molekil a teda mé vztah k ich moélovej hmotnosti [63].
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1

Material

3.1.1 Kultara

Streptococcus equi subsp. zooepidemicus CO4A (Contipro)

3.1.2 Enzymy

Bovinna hyaluronidaza (Sigma Aldrich)

3.1.3 Chemikalie

Agar (Sigma-Aldrich)

Antifoam 204 (Sigma Aldrich)
Demineralizovana voda
Dihydrogénfosfore¢nan draseny (Lach:ner)
Dodecylsiran sodny, SDS (Merck)

Etanol, 96 % p.a (Penta)

Fenoxyetanol (Lach:ner)

Glutaman sodny (Sigma Aldrich)

Glycerol (Penta)

Hydrogénfosfore¢nan sodny, dodekahydrét (Lach:ner)
Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich)

Chlorid amoénny (Lach:ner)

Chlorid hore¢naty (Lach:ner)

Chlorid manganaty, tetrahydrat (Lach:ner)
Chlorid sodny (Lach:ner)

Izopropanol, 100 % (Penta)

Kvasni¢ny autolyzat (Amresco)

Kyselina etyléndiamintetraoctovad, EDTA (Sigma-Aldrich)
Kyselina hyalurénova (Contipro)

Kyselina octovéa (Penta)

Pseni¢ny E1 pepton (Organotechnie)
Sacharoza (Moravskoslezské cukrovary)
Siran hore¢naty, heptahydrat (Lach:ner)

a dalgie bezné chemikalie
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3.1.4 Pristroje

e Autoklav (Fedegari)

e Autoklav (Systec)

e Centrifiga 5810R (Eppendorf)

e Centrifiga MiniSpin (Eppendorf)

e Fermentory Labfors (INFORS HS)

e Inkubac¢ny termostat Jouan INNOVENS (ThermoFisher Scientific)
e Laboratorne vahy Adventurer Pro (Ohaus)

e Laboratorna hriadelova mieSacka Eurostar digital (IKA)
e Laboratorna hriadelova miesacka RW 20 digital (IKA)

e Laminarny box

e Magnetickd miesacka C-MAG HS 10 (IKA)

e pH meter pH/Cond 340i (WTW)

e Rota¢ny viskozimeter Viskolead PRO L (Fungilab)

e Susiace vahy HR73 (Mettler Toledo)

e Susiarein Ecocell 55 (BTM)

e Termoblok (Major Science)

e Trepacka s inkubatorom Max(Q 6 000 (ThermoFisher Scientific)
e UltraTurrax T25 Digital (IKA)

e UV/VIS Spektrofotometer UV2601 (Rayleigh)

e Vortex BenchMixer (Benchmark Scientific)

e Vysokotlakovy laboratorny filter (Pall)

a dalsie bezné laboratérne vybavenie

3.2 Fermentacia S. z.: Kultiva¢né metody

3.2.1 Inokula na zaockovanie fermentorov

Do Erlenmeyerovych baniek bolo naliatych 100 ml pripraveného zivného média. Banky
boli uzatvorené zatkou z bunicitej vaty a prekryté alobalom, nésledne boli sterilizované v
autokléve (Fedegari / Systec) po dobu 20 min pri teplote 120 °C. V laminérnom boxe bolo
médium zaockované koloniou Streptococcus equi subsp. zooepidemicus. Inokulé boli kulti-
vované 7 h pri 37 °C na trepacke (ThermoFisher Scientific) pri 300 otackach /min. Po kulti-
vacii bola skontrolovana optickd hustota, ktorej hodnota musela prevySovat Agyy = 0,500.
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Surovina MnoZstvo
PSeni¢ny pepton 10 g
Kvasni¢ny autolyzat 25 g
Sachardza 40 g
Heptahydrat siranu hore¢natého 04¢g
Dodekahydrat hydrogénfosforeénanu sodného 4 g
Monohydrat glutamanu sodného 2g

2,22 M roztok chloridu mangéanatého 1 ml
Demineralizovana voda 11

Tab. 3.1: Suroviny na pripravu 1 1 zivného média E1

3.2.2 Priprava fermentorov

Do vy¢istenej nadoby bioreaktoru (Labfors, INFORS HS) boli naliaté 2 1 pripraveného
média s 10 kvapkami odpeny (Antifoam 204) a vlozené pH, pripadne aj kyslikové sondy.
Nadoby bioreaktorov boli sterilizované v autoklave po dobu 20 min pri 120 °C a po mier-
nom vychladeni boli pripojené k riadiacej jednotke. Hadicky boli nasadené na peristaltické
cerpadla a pripojené do nadob s privadzanymi kvapalinami (roztok NaOH, pripadne en-
zymu). Bola overena funkénost ¢erpadiel a podmienky v bioreaktoroch boli optimalizované
na teplotu 37 °C, pH=7,0 a bola nastavena frekvencia miesania na 300 rpm a zapnuty
privod kyslika. Ak bol v experimente pouzivany enzym, bolo nastavené jeho automatické
nadavkovanie v presnom c¢ase fermentécie. Vac¢sina pokusov bola vykonané pri troch opa-
kovaniach, pokusy s 1 000 (0 h) a 10 (7 h) jednotkami enzymu boli opakované dvakrat.

3.2.3 Fermentacia

Po optimalizacii podmienok boli fermentory zaockované. Kvoli vznikajicim organickym
kyselindm bolo pocas fermentécie automaticky upravované pH roztokom NaOH na hod-
notu 7,0. Enzymy hyalurénidazy boli priddvané bud na zac¢iatku fermentécie — hned po
zaoCkovani bioreaktorov, alebo boli automaticky nadavkované v priebehu fermentécie. Po
16-tich hodinéach kultivacie boli bioreaktory vypnuté, hadice vodného prietoku a peristal-
tickych cerpadiel boli odpojené, boli vybraté pH a kyslikové sondy a obsah bioreaktorov
bol naliaty do kadiciek.

3.3 Fermentacia S. z.: Analytické metody

3.3.1 Cistota kultury

Cistota kultiry bola potvrdena mikroskopicky. Na podlozné sklicko bola pipetou nanesena
kvapka produkéného média a pozorovanéd pri 50 nasobnom zvicSeni. Nekontaminované
kultara obsahovala samostatné koky, ktoré sa mohli spajat do retiazok (Obr. 3.1).
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Obr. 3.1: Kultara Streptococcus equi subsp. zooepidemicus pri 50 ndsobnom zvacseni.

3.3.2 Opticka hustota

Do kyvety o objeme 1 000 nl bolo napipetovanych 900 nl demi vody a kyveta bola vlozena
do spektrofotometra, kde sa nastavila ako blank pri vinovej dlzke 640 nm. Potom bolo do
rovnakej kyvety napipetovanych 100 pl vzorky z fermentoru. Suspenzia bola premieSani

a kyveta vlozena do spektrofotometra. Absorbancia vzorky bola namerana pri vinovej
dlzke 640 nm.

3.3.3 Zbytkova sacharéza

Do mikroskimaviek typu eppendorf o objeme 1 500 pl bolo napipetovanych 1 000 pl demi
vody a 500 pl vzorky. Takto nariedené vzorky boli centrifigované 20 min a supernatant
bol preliaty do ozna¢enych mikroskimaviek. Vzorky boli uschované pri-20 °C a po niekol-
kych dhoch boli analyzované vSetky vzorky naraz. Analyza bola vykonana enzymaticko —
fotometrickym stanovenim pomocou kitu glukéza “GOD-POD (BioVendor). Meranie nie
je ovplyvnené obcasnym vyskytom farebnej zmeny ak je absorbancia ¢inidla Az < 0,3.

Principom metody je stanovenie glukézy po enzymatickej oxidacii glukozaoxidézou.
Peroxid vodika, 4-aminofenazén a fenol tvoria v reakcii katalyzovanej peroxidazou farebny
komplex (Trindlerova reakcia) [67].
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Glukoza + O, —29D

kyselina glukuréonova + Hy0, {3.5}
POD

2H,0, + 4 — aminofenazon + fenol chinonimin + 4 H,O {3.6}

PodIa nasledujiceho postupu uvedeného v tabulke 3.3 boli nariedené Standardné roz-
toky pre kalibra¢nu krivku, slepa vzorka (blank) a zriedené roztoky analyzovanych vzoriek.
Ku 100 pl vzorky alebo nariedeného roztoku pre kalibrac¢ni krivku boli pridané 2 pl in-
vertazy. Tie boli inkubované po dobu 90 min pri teplote 37 °C. Po pridani roztoku R
(Tab. 3.2) boli mikroskimavky miegané 10 min, potom bola zmerané ich absorbancia pri
vlnovej dlzke 500 nm. Koncentracia zbytkovej glukézy bola vypoécitana z predpisu priamky
linearnej regresie kalibra¢nej krivky.

Latka Koncentracia

Fosfatovy pufer (ph 7,5) 250 mmol/1

Fenol 5 mmol/1
4-aminofenazon 0,5 mmol/1
Glukézaoxidaza > 167 pkat/1
Peroxidéaza > 16,7 pkat/1

Tab. 3.2: ZloZenie komer¢éného roztoku R

V [p]] Kalibra¢na krivka Analyzované vzorky Slepa vzorka
Roztok glukozy 0/05/1/../10 0 0

Demi voda 10/95/9/../0 0 10
Nariedend vzorka 0 10 0
Invertaza 2 2 2
Roztok R 1 000 1 000 1 000

Tab. 3.3: Objem jednotlivych roztokov pre analyzu zbytkovej sacharozy

3.3.4 Molekulova hmotnost

Molekulova hmotnost HA bola analyzovana metoédou SEC-MALLS. Do mikroskimaviek
typu eppendort o objeme 1 500 pl bolo napipetovanych 1 000 pl deminearlizovanej vody
a 500 pl vzorky. Nariedené vzorky boli centrifigované 20 min a supernatant bol preliaty
do oznacenych mikrosktimaviek.

Chromatograficky systém bol zlozeny z odplyhovaca (Agilent, Model G 1379), pumpy
(Agilent, HPLC Model G 1310), ru¢ného injektora (Rheodyne, Model 7125), dvoch kolon
7,8 mm (Ultrahydrogel Linear (Waters)). Systém zahffial chromatografické detektory:
detektor DAWN EOS, ViscoStar diferencidlny viskozimeter a Optilab Rex diferencidlny
difraktometer (Wyatt Technology, Santa Barbara, Kalifornia). Injekény objem roztoku
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HA pre analyzu bol 100 pl s koncentraciou 0,015-1 hm. %. Mobilna faza bola tvorena
vodnym roztokom fosfatového pufru s koncentraciou 50 mM a 0,02% roztokom azidu
sodného. Rychlost prietoku mobilnej faze bola 0,5 ml/min. Hodnota prirastku indexu lomu
(dn/dc) pouzita pre vypocet molekulovej hmotnosti a polydisperzity (M, /M,) HA bola
0,155 ml/g. Pre kazda vzorku produkéného média boli vykonané tri merania, z ktorych
bol vypocitany priemer.

3.3.5 Dynamicka viskozita

Do vysokej kadicky bolo naliatych 200 ml vzorky a teplota bola upravena na 28 °C. Valec
rota¢ného viskozimetra (Viskolead PRO L, Fungilab) bol ponoreny do kvapaliny po rysku
a meranie bolo vykonané jedenkrat pre kazda vzorku.

3.3.6 Gravimetrické stanovenie vytazku

Vzorka média o hmotnosti presne 250 g bola doplnena na objem 1 I demineralizovanou
vodou. Na inaktivaciu mikroorganizmov a uvolnenie HA z buniek bolo pridanych 10 ml
roztoku Chelatonu IIT a SDS (na objem 1 000 ml tohto roztoku pripadali 3 g kyseliny
ethyléndiamintetraoctovej a 8 g dodecylsiranu sodného). Po 30 min posobenia boli zo
suspenzie odstranené bunky prefiltrovanim cez vopred navlhéeny celulozovy filter (pri
pridavku vysSich koncentréacii enzymov sa nechal roztok posobit kvoli ich stalej aktivite
iba po dobu 15 minat). Filtrat bol zachytavany do kadicky o objeme 3 1s 15 g NaCl
potrebnymi na vyzrazanie a jednoduch$iu sedimentaciu HA. Filtrat bol premieSavany
hriadel ovou miesackou (IKA) a pre dosiahnutie ¢o najrychlejsej sedimentécie bol upraveny
na pH=5 kyselinou octovou. Potom bol roztok miesany rychlostou 500-600 RPM a 80%
izopropylalkohol bol pomaly prilievany az na konec¢ny objem 3 1, ¢im bola vyzrazana HA.
Suspenzia bola mieSané priblizne 10 minat pri rovnakych otéckach. Sedimentéacia trvala
30-60 min a izopropylalkohol nad usadenou kyselinou hyalurénovou bol dakantovany do
zbernej nadoby. Produkt bol preliaty do mensej kadicky o objeme 800 ml a bol doplneny
na objem 300 ml 80 % izopropylalkoholom. Zrazenina HA bola rozbita na mensie vliocky
pristrojom UltraTurrax (T25 Digital, IKA) a izopropylalkohol bol znova dekantovany.
Purifikécia 80% izopropylalkoholom bola zopakované eSte raz a potom bol tento postup
zopakovany eSte dvakrat so 100% izopropylalkoholom o objeme 300 ml. Nakoniec bol
vytazok premiestneny na oznacend Petriho misku a vlozeny do suSiarne, kde sa suSil
12-24 hodin. Vysusené vlocky HA boli odvazené na predvazkach (Adventurer Pro, Ohaus)
s presnostou 0,01 g. Ziskany vytazok obsahoval eSte isté mnozstvo vody, preto bola na
susiacich vahach (HR73, Mettler Toledo) zistend vlhkost produktu.
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3.3.7 Vplyv koncentracie enzymov na viskozitu média

Pre zistenie aktivity enzymov v pouzitom zivhom médiu bol modelovany experiment Stie-
penia vysokomolekularnej HA, ktora bola produktom beznej biotechnologickej vyroby.
Koncentracia HA v médiu bola zvolena 4 g/l, pretoze vytazky HA pouZitym sposobom
fermentacie sa pohybuju okolo tejto hodnoty. V piatich Erlemneyerovych bankach o ob-
jeme 1 000 ml bolo rozpustenych 1,2 g HA v 300 ml zivného média E1 (Tab. 3.1). Aby
sa zabranilo kontamindcii roztoku pocas manipulécie, do kazdej banky boli pridané 3 ml
konzervantu fenoxyetanolu. Tieto banky boli uzatvorené zatkami z bunicitej vaty a pone-
chané na magnetickej miesacke (C-MAG HS 10, IKA) niekolko hodin az do rozpustenia
HA. Potom bolo do kazdej banky napipetovanych postupne tol'ko enzymu, aby odpove-
dal koncentracii 10, 25, 50, 100 a 1 000 U (BTH) / g (HA). Hned po pridani enzymu
bola zistena dynamicka viskozita na rota¢nom viskozimetri (Viskolead PRO L, Fungilab)
a dalsie hodnoty viskozity boli merané kazdu hodinu, celkovo po dobu 5-8 hodin. Kazdé
meranie bolo uskuto¢nené raz.

3.3.8 Overenie zrazania HA o roznych molekulovych hmotnostiach

Jeden gram kyseliny hyalurénovej o znamej molekulovej hmotnosti v rozmedzi od 30
do 1 000 kDa bola rozpustena v 200 ml demineralizovanej vody. K tomuto roztoku bol
pridany 1 g NaCl a pH bolo upravené kyselinou octovou na hodnotu pH=>5. Takto pripra-
veny roztok bol na magnetickej mieSacke (C-MAG HS 10, IKA) zrazany 100% izoporopa-
nolom o objeme 400 ml. Po jednej hodine sedimentécie bola pozorovana tGc¢innost zrazania
a sedimentéacie, tvar a velkost vzniknutych vloc¢iek, teda celkova kvalita zrédzania.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Fermentacia mikroorganizma Streptococcus equi subsp. zooepidemicus zamerand na vy-
robu HA bola uskuto¢nend v bioreaktoroch o objeme dva litre, trvala Sestnést hodin a na
fermentaciu bolo pouzité komplexné médium. Celkovo bolo prevedenych 6 experimentov
s pridavkami enzymov a 1 referenc¢ny pokus bez pridavku. Kazdy experiment bol opa-
kovany 2-3 krat a bola sledovan& dynamicka viskozita produkéného média, molekulova
hmotnost, koncentracia HA a zbytkovej glukozy.

Kedze viskozita roztoku HA je funkciou jej molekulovej hmotnosti, bola merana za-
vislost dynamickej viskozity roztoku hyalurénanu v ¢ase po pridavku 10; 25; 50; 100
a 1 000 U (BTH) / g (HA). Pred samotnou fermenticiou bola na zaklade vysledkov
z tohto experimentu optimalizovand koncentracia pridavaného enzymu BTH.

4.1 Rychlost Stiepenia enzymu pri fermenta¢nych
podmienkach

Vysledky experimentov zameranych na zistenie zmeny viskozity média vplyvom koncent-
racie enzymov (Obr. 4.1 — 4.5) boli modelované na zistenie rychlosti tiepenia enzymu pri
podmienkach fermentacie.

Grafy zmien dynamickej viskozity roztokov hyalurénanu v ¢ase po pridavku
10 — 1000 U (BTH) / g (HA)
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Obr. 4.1: Pridavok 10 U (BTH) / g (HA).
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Obr. 4.2: Pridavok 25 U (BTH) / g (HA).
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Obr. 4.3: Pridavok 50 U (BTH) / g (HA).

8:00

8:00



KAPITOLA 4. VYSLEDKY A DISKUSIA

180

160 X

140

120 y = 2815.1x? - 1246.3x + 149.47
R = 0.9622

100

80

n [mPa-s]

60

40

20

0 T

0:00  1:00  2:00  3:00  4:00 500  6:00  7:00 800
t [h]

Obr. 4.4: Pridavok 100 U (BTH) / g (HA).
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Obr. 4.5: Pridavok 1 000 U (BTH) / g (HA).
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Uz pridavok 10 U enzymu mal viditeIny vplyv na dynamickid viskozitu produkéného
média a po pridavku 1 000 jednotiek enzymu boli namerané hodnoty také nizke, 7e sa na-
chéadzali pod detekénym limitom pristroja. Kvoli viditeInému poklesu viskozity uz pri niz-
kej koncentracii enzymu boli prvé pokusy vykonané s koncentraciou enzymu 10 U / g (HA).

Pouzitd metdéda ma pomerne vysoké odchylky, napriek tomu bola postacujica. Dy-
namické viskozita média, ktord bola merana hned po odpojeni fermentorov od riadiacej
jednotky, sltzila len ako orienta¢né velicina na okamzité zistenie aktivity hyaluréonidéz.
Naopak velmi presné a citlivi metoda bola pouZita na stanovenie molekulovej hmotnosti.

4.2 Zmena produktu po pridavku desiatich jednotiek
enzymu

V tejto praci nebola zistovand rastova krivku mikroorganizma, preto boli na opisanie
nasledujucich dejov pouzité literarne data. Ako mozeme vidiet v grafe ¢asového priebehu
fermentacie v teoretickej Casti bakalarskej prace, (Obr. 2.6) medzi 8. — 9. h fermentacie
sa rastova krivka nachadza pred koncom exponencidlnej fazy a syntéza HA sa nachadza
v poslednej Stvrtine svojej najproduktivnejsej fazy. V prvych troch pokusoch bol preto do
bioreaktorov pridany enzym BTH o koncentracii 10 U / g (HA) v 7., 8., 2 9. h fermentécie,
to znamenéa v Case, kedy uz bola vyprodukovana zna¢na ¢ast vytazku HA, teda substratu
pre ¢innost hyalurénidéazy.
250

219,7

200 -

150 4 144.6

103.9 111,3
100
50 -
3,2 4,0 0,1

0 — .

n [mPa/s|

L

I T ] T T
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Obr. 4.6: Zavislost viskozity HA v produkénom médiu na mnozstve a ¢ase pridaného
enzymau.
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Viskozita produkéného média sice poklesla vyrazne (Obr. 4.6) — z povodnych 219,7 m-Pas
na 144,6; 111,3; a 103,9 mPa-s, pridavok 10 U (BTH) / g (HA) enzymu nemal zésadny
vplyv na pokles molekulovej hmotnosti HA (Obr. 4.7), vo vSetkych troch pripadoch vzni-
kali vysokomolekularne tutvary. Pokles viskozity by v praxi mohol zjednodusit naro¢né
purifika¢né procesy bez zmeny funkcie HA na zéklade jej molekulovej hmotnosti.

Pridavky enzymu v roéznom case kultivacie mali za nasledok mierne rozdiely v moleku-
lovej hmotnosti a viskozite produkéného média. Cim dlhf ¢as enzymy v médiu posobili,
tym nizsia M, polyméru vznikala. Pri naSich podmienkach kultivéicie, ktoré sa mierne od-
liSovali od optimalnych pre enzym BTH, bola jeho rychlost $tiepenia nizsia ako v modeloch
prevedenych na za¢iatku (Obrazky 4.1 — 4.5).

1400 - 1459
1200 - 1323 1334
1000
800
600 %
400
200
0

0U Oh 10U 7h 10U 8&h 10U 9h 500U Oh  1000U Oh 2000U Oh
Pridavok BTH

Obr. 4.7: Zavislost molekulovej hmotnosti vzniknutej HA na mnozstve a ¢ase pridaného
enzymu.
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4.3 Vplyv vysokych pridavkov enzymu na vysledny
produkt

4.3.1 Molekulovia hmotnost

Kvoli nevyraznému poklesu MW pri pokuse s 10 U boli pre dalsie pokusy zvolené radovo
vyssie koncentracie BTH. Pridavkom 500 a 1 000 jednotiek bola dosiahnuta dizka retazca
odpovedajica MMW a po pridavku 2 000 jednotiek enzymu doslo k poklesu molekulove;j
hmotnosti na 74,7 kDa, a teda ku vzniku LMW-HA (Obr. 4.8). V tychto pripadoch bola
dynamicka viskozita produkéného média velmi nizka (Obr. 4.6).
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Obr. 4.8: Zaradenie vzniknutych biopolymérov HA do rozmedzi molekulovych hmotnosti.

4.3.2 Prestup kyslika

Priebeh zmien hodnoét rozpusteného kyslika v experimente bez pridavku enzymu a po
pridavku 1 000 U enzymu mozeme vidiet na obrazku 4.9. Fermentacia trvala pri vSetkych
experimentoch 16 hodin, pre lepsie vykreslenie vSetkych faz rastovej krivky spojenej s kon-
centraciou rozpusteného kyslika bola pre tieto grafy vykonana 18 hodinova fermentécia.

Z referen¢ného pokusu bez pridavku enzymu zobrazeného v prvom grafe moézeme vy-
¢itat, ze koncentracia rozpusteného kyslika v médiu zacala klesat v druhej hodine fermen-
tacie po lag-faze rastu buniek, ktoré ho zacali spotrebovavat pre svoj rast. Pred piatou
hodinou fermentacie sa rast nachadzal v strednej casti exponencialnej faze, kedy znacné
¢ast HA bola uz syntetizovana. Prispevok k poklesu koncentracii rozpusteného kyslika ne-
bol dany len jeho spotrebou na ¢innost buniek, ale aj zvySenim viskozity média a horgieho
prestupu kyslika. Jeho celkovy podiel v médiu poklesol na cca 5 %.

Po pridavku 1 000 U enzymu na zaciatku fermentécie moézeme pozorovat velky roz-
diel v koncentracii rozpusteného kyslika. Pokles sa oneskoril priblizne o jednu hodinu a
tato hodnota klesla priblizne na 6 %. Napriek Stiepeniu vznikajucej HA hyaluronidazami
bol pokles relativne vysoky, ¢o moézeme vysvetlit rychlejSou syntézou polyméru ako Stie-
penia enzymom BTH. V 6smej hodine fermentacie, kedy sa koncila exponencidlna faza
rastu buniek a zacCala sa spomalovat syntéza HA, sa v pokuse bez pridavku enzymu
koncentracia rozpusteného kyslika nemenila. V druhom pripade moézeme vdaka znize-
niu viskozity ¢innostou hyalurénidaz sledovat mierny néarast koncentracie rozpusteného
kyslika od 8. do 13. hodiny fermentécie. Z rastovej krivky mikroorganizma (Obr. 2.6) je
zjavné, ze v 13. hodine bola rychlost mnoZenia buniek nulova a rychlost syntézy HA vel'mi
nizka. V experimente s pridavkom 1 000 U enzymu mozeme od 13. do 16. h fermentéacie
prispevok k poklesu rozpusteného kyslika pripisat vplyvu ¢innosti hyalurénidaz, vdaka
ktorej sa zvysila az na hodnotu takmer 30 %. Pocas poslednych dvoch hodin fermentécie
(14. — 16. h) sa mikroorganizmy nachédzali vo faze odumierania a ich syntéza HA bola
nulové, preto pri prvom pokuse bez pridavku enzymu mozeme tiez sledovat mierny nérast
koncentrécie rozpusteného kyslika, ktory je spésobeny jeho nizSou spotrebou bunkami.
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Obr. 4.9: Vystup z fermentora — priebehy zmien v hodnotach jednotlivych parametrov
fermentécie.

Zhora: bez pridavku enzymu, po pridavku 1 000 U (BTH) / g (HA) v 0 h fermentacie. Zltou — tep-
lota [°C], Gervenou frekvencia mieSania [1/min]|, zelenou pH, modrou rozpusteny kyslik [%] a ruZovou
prietok vzduchu [l/min]
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4.4 Vytazok HA

vd

aka analyze prestupu kyslika bolo zistené, ze v pripade pridavku 1 000 jednotiek en-

zymu boli podmienky fermentécie vyrazne priaznivejSie pocas takmer piatich hodin. Na-
priek tomu nebol predpoklad pre zvySenie vytazku pridavkom hyaurénidazy potvrdeny
v ziadnom z pokusov.

V stadii pri fermentécii Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, ktorou sa zaoberal Liu

a kol. , (Tab. 2.1) vzrastol vytazok pridavkom hyalurénidazy z 5,0 na 6,0 g/l. Po¢iato¢na
koncentracia sacharozy bola 70 g/l. Pri experimentoch bez pridavku enzymu klesla na

8,6

g/1, s pridavkom enzymu klesla az na 3,1 g/1 [11].
V naSom experimente bola poc¢iato¢na koncentracia sachardzy iba 40 g/1, koncentracia

zbytkovej glukozy bola vo vSetkych pripadoch velmi nizka (v rozmedzi od 1,54 do 0,24
g/1), ¢o je pozitivne pre technologicki vytaznost HA a zjednodusenie jej purifikicie, ale
pripadny narast vytazku HA by bol pomerne tazko detekovatelny.

pre

Liu a kol. vo svojej studii dokédzal kritickd hodnotu koncentracie rozpusteného kyslika
produkciu HA, ktora ¢ini 5 %. Dalgie zvySovanie koncentracie rozpusteného kyslika

nema na vyrobu HA ziaden vplyv. V nasom pripade bola koncentracia rozpusteného

kys

lika pri fermentéacii (Obr. 4.9) bez pridavku enzymu iba trochu nizsia ako 5 %, po

pridavku 1 000 jednotiek enzymu uz kriticki hodnotu mierne presiahla. Pripadny nérast

vyt
spo

¢ (HA, cukor)

azku by tak mohol byt zanedbatelny a rozdiely pri experimentoch s 10 U enzymu st
sobené najskor odchylkami jednotlivych kultivécii.

50 -
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Obr. 4.10: Zavislost mnozstva vzniknutej HA a koncentracie zvyskovej glukozy.

Na obrazku 4.10 bola v pripade vychodiskovej kultivacie a po pridavku 10 U (BTH) / g (HA)

v 7. — 9. h kultivicie medzi koncentraciou vzniknutej HA a zvyskovej glukézy potvr-
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dené korelacia — pri vyssom vytazku HA bol zaznamenany pokles koncentracie zvyskovej
glukézy a pri nizSom jej narast. Tento trend nebol uplatneny prave pri pridavku radovo
vyssich koncentracii enzymu.

KedZe po pridavkoch 500 — 2 000 U enzymu doslo nepochopitelne k vyraznému poklesu
vytazku HA, overili sme si a¢innost nami prevedeného postupu zrazania pre nizkomole-
kularnu HA (Tab. 4.1). Pokus pre zistenie u¢innosti zrazania HA o roéznej molekulovej
hmotnosti bol modelovany tak, aby koncentra¢ne aj pomerovo priblizne odpovedal nasmu
sposobu gravimetrického stanovenia opifsanému v sekcii 3.3.6, zvolend koncentracia HA
v8ak ¢inila 5 g/, ¢o je v porovnani s priemernou koncentraciou HA v produkénom médiu
nepatrne vyssia pre lepgiu viditelnost.

Roztok HA 200 ml Pridavok 400 ml 100% IPA
M, [kDa] Zrazenina, sedimentacia Roztok nad zrazeninou
1250 — 1 000 jemné vlocky ¢iry

500 — 300 jemné vlocky, pomalsia sedimentacia ¢iry

350 — 120 zrazenina na stenach mierne zakaleny

120 - 70 mazlava zrazenina na dne zakaleny
70 — 50 mazlava zrazenina na dne zakaleny
50 — 30 mazlava zrazenina na dne zakaleny

Tab. 4.1: Pozorovanie u¢innosti zrazania HA o znamej My, obvyklym sposobom gravi-
metrického stanovenia vytazku

Pri zrazani HA v rozmedzi molekulovej hmotnosti 500 — 1 250 kDa sa na stenich
kadicky nezachytili Ziadne vloc¢ky a roztok nad sedimentom bol tuplne priezrac¢ny. Pri
rozmedzi molekulovej hmotnosti 300 — 500 kDa bol roztok nad zrazeninou ¢iry napriek
pomalsej sedimentacii. Od molekulovej hmotnosti 300 kDa mozeme predpokladat tplné
vyzrazanie produktu. Zrazenina HA o molekulovej hmotnosti 120 — 350 kDa sa nachadzala
okrem dna nédoby aj na stenach a vyska vrstvy sedimentu bola vicsia ako v pokusoch
s vy$Sou molekulovou hmotnostou. Roztok nad zrazeninou bol mierne zakaleny, volnym
okom vsSak nebolo mozné rozoznat velkost vlo¢iek. Z tohto pokusu moze byt usidené, Ze
pri vzniku HA o molekulovej hmotnosti nizsej ako 300 kDa dochadza ku jej ¢iasto¢nému
odplaveniu pocas prvej dekantacie, tym aj ku strate vytazku. Od molekulovej hmotnosti
HA nizsej ako 120 kDa nemala vzniknuta zrazenina tvar vlo¢iek, HA vytvorila husty gél
na spodku nadoby a roztok nad nim bol mlie¢ne biely. Pri molekulovej hmotnosti HA
nizsej ako 120 kDa dochadza kvoli nedostatoénému vyzrazaniu a nizkej sedimentacii HA
ku vyraznej strate vytazku.

Na zaklade toho modzeme usudit, Ze v pokusoch pri pridavku 500 a 1 000 U enzymu
doslo ku ¢astocnej strate vytazku a pri pridavku 2 000 U enzymu bola strata velmi
vyrazna (Obr. 4.11).
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Obr. 4.11: Ovplyvnenie vytazku HA metdédou gravimetrického stanovenia

V rozmedzi zobrazenom zelenou bola dokdzana strata vytazku.

4.5 Polydisperzita HA a optimalizicia rezimu pridavku
enzymu
Technicky najjednoduch§im bol pridavok hned po zaoc¢kovani fermentorov. Enzym mal

vacsiu ucinnost, nebola potrebna kontrola funk¢nosti peristaltickych ¢erpadiel a nerisko-
vala sa pripadna kontaminicia média pocas pridavku.

Enzym M, [kDal] PDI

0U,0h 1642 +£41 1,378 £ 0,034
10U, 7h 1323 £67 1,487 + 0,039
10U,8h 1334 £66 1,435+ 0,072
10U,9h 1459 +£83 1,496 + 0,031
500 U, 0 h 251 462 1,958 £ 0,089
1000U,0h 160 +£24 2,593 + 0,187
2000U,0h 75 £ 17 =

Tab. 4.2: Hodnoty polydisperzity PDI vzniknutej HA

! 7 technickych pri¢in nebola hodnota zistené

V pripade 10 U bol enzym pridavany v 7. — 9. h fermentécie, teda v ¢ase, kedy sa v mé-
diu vysokomolekuldrna HA uz nachadzala. Hodnoty PDI sa pridavkom enzymu mierne
zvy§ili v porovnani s vychodiskovou kultivaciou. Pridavok 500 — 1 000 U enzymu bol
uskuto¢neny na zac¢iatku fermentacie. Uz prvé biopolyméry vytvorené HA-syntazou boli
okamZite Stiepené pridanym enzymom. V tomto ¢ase museli kvoli malému mnozstvu sub-
stratu vznikat velmi kratke fragmenty HA, ktoré mali velky vplyv na hodnoty M, a M,
preto moézeme pozorovat aj vyssie hodnoty PDI. VA¢si rozptyl molekulovych hmotnosti
je sposobeny hlavne ¢asom jeho pridavku.

V studii, ktora uskuto¢nil Liu a kol., (Tab. 2.1) mal zvySeny pridavok enzymu vplyv
prave na pokles indexu polydisperzity. V ich experimente bol enzym priddvany v 6smej
hodine fermentacie a vznik HA o M, 200 kDa znamenal pokles PDI na 1,5 [11].

V nasom pripade (Tab. 4.2) bol enzym pridavany na zaciatku fermentacie a pri vzniku
HA o M, 251 a 160 kDa bol zaznamenany narast PDI na 2,0 a 2,6 — dal$§im zvySovanim
koncentracie pridavku enzymu narastal aj index polydisperzity vzniknutej HA. Na rozdiel
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od vysSie zmieneného experimentu, v ktorom index polydisperzity klesal pri pridavku
vy$sSich koncentracii enzymu, nami prevedenymi experimentmi sa Sirka distribicie MW
pri vyssej koncentracii BTH zvécSovala. Tento principidlny rozdiel moézeme vysvetlit prave
¢asom pridavku enzymu.

V studii, ktorej sa venoval Jin a kol. (Tab. 2.2) stanovili rastice hodnoty PDI zvySo-
vanim aktivity hyalurénidazy. Tento experiment bol uskutocneny pritokovou kultivaciou
s bohatym zdrojom uhlika a enzym bol exprimovany mikroorganizmom v priebehu kulti-
vacie, ¢o malo za nasledok rastiicu aktivitu enzymu v ¢ase kultivacie [61].

Trend zvySovania hodnoty PDI rasticou aktivitou enzymu bol rovnaky ako v naSom
pripade, distribucia M, kyseliny hyaluronovej, ktort pripravil Jin a kol., (Tab. 2.2) je
v porovnani s nasou (Tab. 4.2) omnoho uzsia. Aktivita enzymov v médiu réstla postupne,
nas enzym bol plne aktivny hned od zaciatku kultivacie. Fermentacia v pripade in a kol.
naviac trvala 60-100 h, ¢o oproti naSej 16 hodinovej kultivacii predstavuje omnoho dlhsi
¢as pre ustanovenie rovnovahy.

Pre vznik uzkejsie $pecifikovanych rozmedzi molekulovych hmotnosti HA by mohlo byt
uc¢inné vykonat pokusy s vysokymi koncentraciami enzymu pridavanymi v roznych ¢asoch
strednej faze fermentacie, kedy je v médiu dostatok substratu pre enzym a, s prihliad-
nutim na ndhodnost jeho Stiepenia, nizsia pravdepodobnost vytvorenia Sirokého spektra
molekulovych hmotnosti.

ol






5 ZAVER

V tejto praci sa podarilo néjst sposob ziskania HA o roznych molekulovych hmotnostiach
a optimalizovat rezim pridavku enzymu.

Pridavok 10 U enzymu v 7. — 9. h fermentacie mé za nasledok mierny pokles molekulo-
vej hmotnosti HA a narast indexu polydisperzity. Pri koncentraciach enzymu 500 — 1 000 U
pridanych na zaciatku fermentacie boli stanovené hodnoty PDI vysoké (1,958 — 2,593).
To je dané aktivitou hyalurénidaz uz od zaciatku fermentéacie, kedy dochadza kvoli nedo-
statku substratu ku vyraznej fragmentacii, ¢o ma za nasledok velka distribuciu M,,. Pre
jej znizenie je potrebné pridat vysoké koncentracie enzymu v strednej casti fermentéacie.

f)alej bola dokadzand modifikicia molekulovej hmotnosti HA mnoZzstvom pridavku
BTH v roznom case priebehu fermenta¢ného procesu. Po pridavku 10 jednotiek enzymu
v siedmej hodine kultivacie bol pokles M, viditeny, vznikali vSak eSte vysokomolekularne
utvary rovnako ako pri vychodiskovej kultivicii. Dynamicka viskozita klesla z poévodnych
219,7 mPa-s na 103,9 mPa-s. Tento pokles by mohol zjednoduSenit néro¢né purifika¢né
procesy pri vyrobe HA bez zmeny jej funkcie na zaklade molekulovej hmotnosti. Prestup
kyslika dosahoval takmer kriticki hodnotu pre produkciu HA uz vo vychodiskovej kul-
tivacii, preto zvysenie vytazku pozorované nebolo. Po pridani 2 000 jednotiek BTH na
gram vyprodukovanej HA vznikala nizkomolekuldrna HA a pridavkom 500 a 1 000 jed-
notiek enzymu sme ziskali HA o strednej molekulovej hmotnosti. Viskozita média bola
vo vSetkych troch pripadoch priaznivo nizka, bol dokdzany aj lepsi prestup kyslika pocas
fermentacie. Pokles vytazku HA po pridavku 500 — 1 000 U nastal kvoli nizkej koncen-
tracii IPA pri procese zrazania nizkomolekuldrnej HA, vytazok bol ¢iastocne odplaveny
pri prvej dekantécii. V d'alsom pokracovani vyskumu je potrebné upravit gravimetricky
sposob stanovenia vytazku zvySenim koncentracie TPA.
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7Z0ZNAM POUZITYCH SYMBOLOV
A SKRATIEK

Symbol Popis

ATP adenozintrifosfat

BTH Bovite Testine Hyaluronidase (Bovinna hyalurénidaza)

ECM extracelularna matrix

EDTA kyselina etyléndiamintetraoctova

GleNAc N-acetyl-glukdzamin

GlcUA glukurénova kyselina

GlmM enzym, mutaza

GIlmS enzym, amidotransferaza

GPC Gélova Permeacna Chromatografia

MALLS Multi Angle Laser Light Scattering
(Detektor rozptylu svetla)

GRAS Generally recognized as safe
(VSeobecne povazované za bezpeéné)

HA kyselina hyalurénova

HAS enzym, hyalurénan syntiza

hasA operén, hyalurénan syntaza

hasB oper6on, UDP-glukéza dehydrogenaza

hasC operéon, UDP-glukoza pyrofosforylaza

hasD opero6n, acetyltransferaza

hasE operon, fosfoglukoizomeraza

HEMA hydroxyetylmetakrylat

hm. % hmotnostné percento

HMW vysokomolekularny

Hyal hyalurénidéaza

Hyals hyalurénidéazy

LHyal Leech Hyalurnidase (hyalurénidaza z pijavic)

LMW nizkomolekularny

MMW strednej molekulovej hmotnosti



Symbol

Popis

MW
ldh

NOX

oligo-HA

PDI

Pgm

pmHAS

SDS

SEC

S. 2.

U (BTH) / g (HA)

UDP

64

molekulova hmotnost

laktat dehydrogenéza

¢iselny priemer molekulovej hmotnosti

hmotnostny priemer molekulovej hmotnosti

"z"-priemer molekulovej hmotnosti

oxidy dusika

oligosacharidy kyseliny hyalurénove;j

polydisperzita

fosfoglycerat mutaza

hyaluronan syntaza z mikroorganizmu Pasturella
dodecylsiran sodny

Size — exclusion chromatography (Vylucovacia chromatografia)
Streptococcus zooepidemicus

jednotky enymu BTH vztiahnuté na gram vyprodukovanej
kyseliny hyalurénove]

uridin difosfat
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