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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa zameriava na zakladné vlastnosti a biotechnologicka vyrobu ky-
seliny hyalurénovej, jej separaciu, purifikaciu a nasledné vyuzitie. Zahriuje tiez vzajomné
porovnavanie roznych vyrobnych procesov a ich vzajomné vyhody a nevyhody. Dalej po-
jednava o produkénych mikroorganizmoch, ktoré tvoria tito kyselinu a 0 ich metabolic-
kych cestach, ktoré k tejto tvorbe veda. Bezne pouzivané mikroorganizmy pre tuto vyrobu
st mikroorganizmy rodu Streptococcus, najmé Streptococcus zooepidemicus a potom ge-
neticky modifikovany Bacilus subtilis. Jednou z najvaésich vyhod biotechnologickej pro-

dukcie je z pohl'adu priemyslu jej rentabilita.

KTacové slova: kyselina hyaluronova, Streptococcus zooepidemicus, Bacillus subtilis, puri-

fikacia

ABSTRACT

This bachelor’s thesis aims at the primary features and biotechnological production of hya-
luronic acid. It deals with its separation and purification processes as well as its following
usage. Furthermore, it mutually compares different production processes and covers their
advantages and disadvantages. The thesis discusses not only various production microor-
ganisms forming this acid but also their metabolic processes leading to this formation.
A genus of microorganisms Streptococcus is commonly used for this production, mainly
Streptococcus zooepidemicus and then genetically modified Bacilus subtilis. As far as in-
dustry is concerned, one of the biggest advantages of biotechnological production is un-

doubtedly its rentability.

Keywords: hyaluronic acid, Streotococcus zooepidemicus, Bacillus subtilis, purification
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UvVOD

Kyselina hyalurénova je polysacharid, glykosaminoglykan tvoreny z opakujucich sa jedno-
tiek D-glukurdnovej kyseliny a N-acetylglukézaminu. Bezne sa vyskytuje v roznych tkani-
vach, kde zastdva rozne funkcie, slizi napriklad ako lubrikant, hydratacna latka, plnivo
alebo biologicky aktivna latka. Je teda prirodzenou sucastou nasho organizmu, ¢i uz
v kibovej tekutine, oénej bul've, kozi alebo pupoénej $ntire. V poslednej dobe je velmi Zia-
dana a pouzivana v komer¢ne dostupnej kozmetike v medicine a inych odvetviach. Jej do-
pyt je sposobeny jej vynimocnymi vlastnostami. To podnietilo $tadium ohl'adom jej eko-
nomicky vyhodnej vyroby a jej d’al§ich moznych vyuziti. Povodne sa kyselina hyalurénova
ziskavala extrakciou z kohutich hrebienkov, ale dnes sa uz vac¢sinou vyraba pomocou bio-
technologii s vyuzitim mikroorganizmov. Tieto mikroorganizmy produkuju kyselinu hya-
lurénovu prirodzene alebo st k tomu modifikované metédami génového inZzinierstva.
O bezpecnosti geneticky modifikovanych mikroorganizmoch a ich produktoch sa neustale

vedu polemiky, maja svojich privrzencov aj odporcov.

Dlhy ¢as sa skiimali optimalne podmienky vyroby kyseliny hyaluréonovej a nasledne jej
vyhodnd izolacia a purfikécia, tak aby vytazok bol o najvacsi a najvicsej kvality, ked'ze
pre vyrabajice firmy je zisk prvorady.

V tejto bakalarskej praci st zhrnuté zakladné vlastnosti tohto unikatneho polyméru, jeho

biotechnologicka vyroba a mikroorganizmy, ktoré je mozné vyuzit’ pre produkciu. Posled-

na kapitola je venovana porovnaniam jednotlivych postupov.
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. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA KYSELINY HYALURONOVEJ]

Kyselina hyalurénova (HA) bola prvykrat izolovana v roku 1934 Karolom Meyrom a jeho
asistentom Janom Palmerom zo sklovca kravieho oka. Jej nazov je odvodeny od gréckeho
slova hyalos, ¢o znamena sklo, a anglického spojenia uronic acid, ktoré sa preklada ako
uronova kyselina. Termin hyaluronan bol zavedeny v roku 1986 v stulade s medzinarodnou
nomenklatarou polysacharidov, a to tak, aby obsiahol rozne formy HA (kyselina hyaluré-
nova, sodna alebo jej ina sol’). Kyselina hyalurénova je zlozena z opakujiceho sa disacha-
ridu. Tento disacharid sa sklada z monosacharidu D-glukuronovej kyseliny, ktora sa viaze
beta-1,3 vdzbou na druhy monosacharid N-acetylgluk6zaminu. Nasledne su tieto disacha-
ridy pospéjané v polymérbeta-1,4 glykozidickou vézbou. Jej zakladna $truktura je znazor-

nena na obr. 1.

COOH CH,OH COOH CH,0H
o) O 0 o] FaN )——-o OH
OH o) OH
HO HO HO
CH HN CHs3 OH HN CHs
T b
| O dn-1 0

Obr. 1. Zdkladna struktura kyseliny hyaluronovej [6].
Tato kyselina patri do skupiny glykozaminoglykanov (GAGs), pricom je konstrukéne naj-
jednoduchsia. Ako jedina nie je kovalentne viazana na osové bielkoviny, nesyntetizuje sa
v Golgiho aparate a nie je sulfatovana. V l'udskom tele sa vyskytuje skoro vo vsetkych
telesnych tekutinach a tkanivach ako sodna alebo ina sol’, pricom sa jej vlastnosti vyrazne
nemenia. Je napriklad sucastou sklovca oka, kibov ako sucast’ synovialnej tekutiny (kibové

mazivo), koze, svalov, pupoc¢nej $nury atd’.[1, 6, 7]

Dizka retazca je rozna, zaleZi to na jej povode. Byva to zvy¢ajne okolo 10* az 10 daltonov

(Da). [2]
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1.1 Vlastnosti HA

Vicsina vlastnosti je odvodena od spravania sa HA v roztoku. V fiom je molekula stabili-
zovand vodikovymi vdzbami, ktoré su rovnobezné s osou retazca. Polyméry zaujimaju
helikalnu $piralovita konfiguraciu, ktora dava molekule v roztoku celkovu $truktaru $pira-
ly. Polomer otacania je asi 200 nm, takze Spirala moze byt povazovana za vysoko hydrato-
vanu gul'u schopnu viazat’ az tisic krat va¢sie mnozstvo vody nez je vlastna hmotnost’ po-
lyméru. Hlavna ¢ast’ vody je mechanicky imobilizovana vo vnatornej Casti sférickej Struk-

tary a nie je na polysacharid chemicky viazana. [9]

1.1.1 Reologické a viskoelastické vlastnosti

Charakter kyseliny hyalurénovej vo vodnom roztoku prechddza z newtonského na nene-
wtonsky. Jej spravanie zodpoveda pseudoplasitckej kvapaline, ¢o znamena, Ze jej viskozita
klesa so zvysujicou sa rychlostou Smykovej deformacie. Jej viskozita taktiez klesa aj pri
konstantnej rychlosti $mykovej deformacie v ¢ase. Thixotropné spravanie kyseliny sa ¢asto
vyuziva v lekarstve. Intenzita tohto spravania rastie S molekulovou hmotnostou a koncen-
traciou. Cim vys§ia je koncentracia a molekulova hmotnost, tym vyssiu viskoelasticitu ma
roztok. Viskoelasticita roztokov HA je tiez zavisla od hodnoty pH a od iénove;j sily pro-
stredia. [13, 20]

1.1.2 Hygroskopicita

Vysoka schopnost’ viazat’ vodu je spojena s hydrofobnym chemickym charakterom kyseli-
ny. Ked’Ze st na retazci pritomné karboxylové skupiny, pri fyziologickom pH sa sprava
ako polyelektrolyt av pritomnosti vody je teda schopna zvicsit svoj objem az
1000-nasobne.Vd’'aka svojej schopnosti viazat' vodu ju zadrzuje v tkanive, atak moze

zmenit’ objem koze a jej stlacitel'nost’. [6, 20]

1.2 Biologicka aktivita

Biologicki aktivitu HA vo vieobecnosti najviac ovplyviiuje jej molekulova hmotnost’. Cim
je vyssia, tym mensia je biologicka aktivita v zmysle regulacie pochodov v organizme ale-
bo regulacie buniek. Vysokomolekularna HA teda zastava vacsinou ulohu Struktarnej jed-
notky. Nizkomolekuldrna HA (s molekulovou hmotnostou pod 500 kg/mol) mé vysoku
biologicku aktivitu, ktora sa zvicsuje so znizujucou sa molekulovou hmotnost'ou, vplyva

na rozne pochody v tkanivach a bunkach. Hyaluronan sa vyskytuje v tkanivach v dvoch
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réznych formach — ako viazany v extracelularnom matrixe alebo vol'ne ako humektant (ko-
7a), lubrikant (kibovy maz), latka udrzujuca tvar (ona bul'va) & ako zlozka plniva (pupoé-

na $nura). [7]

Takmer polovica z celkovej HA vyskytujtcej sa v tele je ststredena v kozi v intracelular-
nom priestore (az 2,5 g/l). Koza je najva¢sim organom, tvori asi 1/10 celkovej hmotnosti
ama plochu asi 1,5 az 2 m®. V pokozke HA priaznivo ovplyviiuje hojenie ran, degenera-
tivne ochorenia alebo starnutie. Dal$ou funkciou hyaluronanu je ochranna funkcia, podiel’a
sa na tvorbe ochrannej bariéry koze. M4 rolu zachytavaca volnych radikalov, ktoré vznika-

ja v dosledku ultrafialovej zlozky slne¢ného Ziarenia. [6]

1.2.1 Oprava tkaniv

HA podporuje angiogenézu a je neimunogénna. Bolo dokazané, Zze ak sa pri hojeni ran
zvySila hladina HA napriklad lokdlnou aplikdciou, doSlo k rychlejSiemu zahojeniu
aredukcii zjazvenia. HA ako vécSinova zlozka extracelularneho matrixu prispieva
K hojeniu ran prostrednictvom opravy a zvysenia pevnosti tkaniv. Kolagén produkovany
fibroblastmi je jednym z kI'ai¢ovych faktorov pri obnove podporného matrixu v mieste porane-
nia a prave kolagén do zna¢nej miery uruje koneénu povahu a vzhl'ad jaziev. Pri¢inou tvorby
hypertrofickych jaziev je zvySena tvorba kolagénu, najmi kolagénu I a III, ktory nie je degra-
dovany. Fragmenty HA stimuluju proliferaciu fibroblastov a v mieste jazvy znizuju celkova

produkciu kolagénu v tychto bunkach. [25, 26]

Kyselina hyalurénova je tiez castou zlozkou preparatov ur¢enych k hojeniu ran. Vplyvom
HA peny na hojenie poraneného tkaniva sa zaoberali Cho a kol. Autori zistili, ze pri apli-
kacii polyuretdnovej peny impregnovanej sulfadiazinom striebornym, ktord obsahovala
kyselinu hyalurénovi, sa po tyzdni od aplikacie na experimentalnom modeli znizila vel-

kost’ rany 0 77% a koza bola na urovni potkanej bez zapalu alebo zltej chrasty. [4, 14, 35]

1.2.2 Kyselina hyalurénova a nadorové ochorenia

Rakovina sa da vseobecne definovat’ ako subor rozli¢nych choréb. Tieto choroby sa cha-
rakterizuju ako nekontrolovatelny rast buniek, ktory vedie k invazii tkaniv a naslednému
roznasaniu do ostatnych Casti tela(metastazovanie). Prezitie rakovinovych buniek zavisi na
ich schopnosti adhézie na tkaninovy matrix, aby sa mohli rozmnoZovat, migrovat
a napadat’ ostatné tkaniva bez toho, ze by si ich imunitny systém v§imol a zakrocil voci

nim. HA ma Siroku $kalu aktivity v tele, ¢im mo6ze byt vysvetleny vysoky pocet receptorov
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viazucich tato kyselinu. St to napriklad receptory na povrchu buniek, receptor sprostred-
kujaci motilitu, transmembranové proteiny, receptory pre endocytézu, intracelularne prote-
iny a iné. Bolo dokazané, ze vyska hladiny HA je zvySena pri rdznych rakovinovych tkani-
vach a predpoklada sa, Ze sa tu tvori menej husta medzibunkova hmota, ¢im sa zvySuje
pohyblivost’ buniek rovnako ako schopnost’ invazie do inych tkaniv. Hyaluronan moéze
sluzit’ ako ukazovatel’ pre progresiu r6znych nadorov. Je zapojeny do vsetkych aspektov
spravania rakovinovych buniek, ¢o mdze viest’ k potlaceniu alebo, naopak, k podpore roz-
voja tychto buniek v zavislosti od okolnosti. Uloha hyluronanu pri rozvoji rakoviny este

nie Gplne znama. [1, 10, 11, 12]

1.2.3 Humektant

HA sa so svojimi vlastnostami radi medzi humektanty. Su to latky, ktoré zvySuji obsah
vody vo vrchnych vrstvach koze a dopliiaju latky prirodzeného hydrataéného faktoru koze
(Natural Moisturizing Factor. NMF). NMF je skupina hydrofilnych latok, medzi ktoré pat-
ria aminokyseliny, cukry, kyselina mliecna, kyselina pyrrolidon karboxylova alebo moco-
vina. Prirodzenou zlozkou NMF je HA ato predovsetkym vd’aka tomu, Ze ma vo Svojej
Struktire vela hydroxylovych skupin, schopnych viazat' velké mnozstvo vody. Je teda
hygroskopicka a zadrzuje vodu, ¢im zabranuje jej vyparovaniu vplyvom zmien teploty a

vihkosti. [7, 8, 36]

1.3 Vyuzitie

HA ma Siroké vyuzitie v medicine a kozmetike, vratene liecby osteoartritidy, ocnej chirur-
gie, plastickej chirurgie, podavania liekov, hydratacie koze, hojenia ran av tkaninovom
inZinierstve. Jej molekuly maji rovnaku Struktaru vo vSetkych druhoch a vo vSetkych tka-
nivach, preto nevyvolava ziadnu imunitnu odozvu. HA sa pouziva tak, ako sa prirodzene
vyskytuje, t.j. v linearnej forme. Aby sa vSak mohla ucinne pouzit’ pre viac ucelov, je po-
trebna jej chemicka modifikacia. Pod pojmom modifikacia sa v naSom pripade mysli deri-

vacia a sietovanie. Zobrazenie tychto foriem je vidiet’ na obr. 2. [4, 20]

1.3.1 Linearna forma

HA sa bezne vyskytuje v linearnej forme a v tejto forme sa aj pouziva v oblastiach kozme-
tiky, v medicine pri hojeni ran alebo v oénom lekarstve. V kozmetike sa uplatiiuji v radach
krémov. Vécsina firiem ma krémy na baze kyseliny hyluronovej a prezentujt jej G¢innost’

pri vyhladzovani vrasok a jej hydratacné vlastnosti. Vrasky sa objavuji na kozi v dosledku
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vycerpania HA a starnutia. Krémy s touto kyselinou hydratuji kozu a zvysuju jej elasticitu,
&im znizuju hibku vrasok. V skuto¢nosti sa vak po naneseni jej roztoku na koZu na nej
vytvori tenkd vrstva, ktord absorbuje vzdusnu vlhkost’ a tymto sposobom hydratuje po-
kozku a vyplia vrasky. Navyse tidajne stimuluje migraciu epidermélnych buniek. Dal$ou
jej vyhodou je, Ze udrzuje biologicky aktivne latky obsiahnuté v danom kozmetickom pro-
striedku na mieste nanesenia a pomaha im lahSie prenikat do koZze, ¢o sa vyuziva aj vo

farmakologii. HA tiez chrani pokozku pred UV Ziarenim. [20]

Dal§i mozné vyuzitie HA je v oblasti transportu lie¢iv vo farmakoldgii. HA umoziuje lep-
Sie prenikanie niektorych latok do pokozky a ich udrzanie na mieste posobenia. Napriklad
pomaha lie¢ivu diklofenaku prenikat’ cez stratum corneum do epidermis. Diklofenak sa
pouziva pri liecbe aktinickej kerat6zy. Lieciva tohto typu sa vyuzivaju najmé pri v§eobec-
nych koznych podrazdeniach a poraneniach, akymi st odreniny, oblasti koznych Stepov,
prvy a druhy stupen popalenia, chirurgické rezy, nickedy aj na metabolické a cievne vredy

¢i prelezaniny. [20]

V o¢nom lekarstve (oftalmologii) sa HA vyuZziva vd’aka jej viskoelastickym vlastnostiam.
Vysoka viskozita v statickom stave umoziluje manipulaciu s oénym tkanivom, nizka vis-
kozita pri vysokej rychlosti Smykovej deformacie nam dovol'uje jej vstrekovanie ¢i jej na-
sdvanie. Naopak, elasticita chrani o¢né bunky pred poSkodenim lekarskymi nastrojmi ¢i
implantatmi. PouZzivaji sa hlavne pri implantacii o¢nej $oSovky, pri transplantaciach ro-
hovky, pri glaukome (zeleny zékal) a pri operaciach sietnice. Okrem chirurgie sa vyuZziva
aj v roznych roztokoch, ktoré su urcené pre vyplach o¢i. Tam sa pouziva pre stabilizaciu

slzného filmu, hydrataciu a ako lubrikant rohovky.

Dalgia moznost’ pouZitia linearnej HA je v urolégii, kde sa vyuZziva v poslednej dobe ako
ucinna alternativna liecba intersticidlnej cystitidy, recidivujucich infekcii mo€ovych ciest

a hemoragickej cystitidy. Tato liecba je vsak stale obmedzena. [20]

9 %

Linearna forma HA Derivovana forma Siet'ovana forma HA

Obr. 2. Pouzivané formy HA [20].
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1.3.2 Derivovana forma

HA sa derivuje hlavne esterifikaciou a sulfataciou. Sulfatuji sa hydroxylové skupiny
a estrifikuju sa zvySky karboxylovych skupin. Pri esterifikacii naboj celého polyméru kle-
sé, ¢im sa zvysuje hydrofébnost’. V dosledku toho kleséa rozpustnost’ vo vodnych roztokoch
Vv zavislosti na stupni esterifikacie. NajCastejSie pouzivané derivované formy st estery ky-
seliny hyalurénovej, a to benzyl ester hyaluronanu. Tie sa pouzivaji najmé v tkaninovom
inzinierstve. Uplne esterifikované hyaluronové derivaty sa pouZivajii v mnohych lekar-
skych aplikaciach pre opravu tkaniv, riadené uvolnovanie lieCiva, regeneraciu nervov
a ako obvizové materialy. Ukazalo sa tiez, ze tieto derivované formy HA mdzeme vyuzit
ako scaffoldy (nosice, podporné Struktury pre rast buniek) pri regeneracii koze a chrupav-

ky. [20]

1.3.3 Sietovana forma

Sietované derivaty sa pouzivaji najmi v estetickej medicine, pri lieCbe osteoartritidy
a v tkaninovom inzinierstve. PouZitie sietovaného hyaluronanu sa Vv estetickej medicine
Vv posledny rokoch vyrazne zvysilo. Je to forma koZnej vyplne, ktord sa intradermalnymi
injekciami dostdva do koze. Vysoky dopyt je spdsobeny aj tym, ze ide o nechirurgicky
zékrok. Pouziva sa na vyplnenie vrasok a pre zviacSenie objemu méakkych tkaniv pier a pfs.
Uz v roku 2008 bolo podl'a americkej spoloc¢nosti estetickej plastickej chirurgie 85% der-

malnych plniv na baze kyseliny hyaluronove;.

Plniva st vdcsinou vyrobené z rozne sietovanych mikrocastic HA, ktoré su suspendované
vo fyziologickom roztoku. Niekedy tiez obsahujii linearnu nesietovanu kyselinu kvoli
zjednoduSeniu vtlac¢ania. Od klinického pouzitia zavisi koncentracia HA, stupen siet'ova-
nia, vel'kost’ Castic a modul pruznosti. Sietované a tiez aj linedrne produkty na baze HA sa
pouzivaji na lieCbu osteoartritidy, ked’Zze su prirodzenou stcastou sinovidlnej tekutiny,
ktora v kibe plni ulohu lubrikantu. V artritickych kiboch je HA rozkladand, znizuje sa jej
viskozita, a teda aj jej lubrikaéné a tlmivé vlastnosti. HA je schopna potlacit’ degeneraciu,
ochranit’ plochy mikkych tkaniv kibov, normalizovat’ reologické vlastnosti synovidlnej

tekutiny a znizovat’ vnimanie bolesti. [24, 20]
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2 METODY PRODUKCIE KYSELINY HYALURONOVEJ

Obvyklym zdrojom HA pre priemyselnu vyrobu st kohutie hrebienky, hovédzia synovial-
na tekutina a sklovec a s rasticou ponukou aj biotechnoldgie. Rozdelenie produkénych
metod je vidno na obr. 3. Rozne koncentracie z ré6znych zdrojov st uvedené v tab. 1.Bola
tiez vypovedana myslienka vyuzivat’ sklovec z o¢i ryb, ktoré maju tiez vysSiu koncentraciu

tejto kyseliny. [16]

Tab. 1. Koncentrdcia HA z réznych zdrojov [16].

. HA .
Zdroje Referencie
(g nal alebo kg)

Kohutie hrebienky 8-45 Nakano et al. (1994)
Synovialna tekutina N
7 hovadzieho dobytka 15-40 Cullis-Hill (1989)
Synovialna tekutina z prasiat® 05-6 Murado et al. (2012)
Sklovec z hoviddzieho dobytka 0,3 Gherezghiher et al. (1987)
Sklovec z prasiat 0,04 Murado et al. (2012)

. , ) Johns et al. (1994), Cooney et
Bakterialne kultary 2-6 al. (1999)
Sklovec z mecutia® 0,055 Murado et al. (2012)
Sklovec zo zraloka® 0,3 Murado et al. (2012)

! Systematicky poskytované hospodarske zvieratd s bliziacou sa koncentraciou k minimu, velmi
¢asto synovidlna tekutina v kiboch prakticky chybala
*Xiphias gladius

* Prionace sp.

V nedavnych rokoch vSak vzrastla obava tykajlica sa pouzivania produktov z0 Zivo¢iSnych
zdrojov v technickej, ale hlavne biomedicinskej a farmakologickej oblasti. Vsetky produk-
ty HA na baze kohutich hrebienkov musia byt opatrené upozornenim na mozné alergické

reakcie. Mikrobialna produkcia zase vyuzivala mikroorganizmy z rodu Streptococcus, prva
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komer¢ne fermentovana HA bola produkovana druhom Streptococcus zooepidemicus.
V tejto oblasti sa ale obavalo potencialu tvorby bakterialnych exotoxinov. Z tychto dévo-
dov by bolo vyhodné najst’ alternativny zdroj HA, ktory by sa vyhol tymto uskaliam.
V poslednej dobe sa vyskytla atraktivna alternativa v produkcii HA geneticky modifiko-
vanymi baktériami, kde sa moézu zmiernit' obavy z bezpecnosti. Ako produkéné mikroor-
ganizmy boli pouzité gramnegativne aj grampozitivne baktérie, vratane Bacillus sp., Lac-

tococcos lactis, Agrobacterium sp. a Escherichia coli. [5, 3, 2]

/ Metody produkcie HA \
Extrakcia zo zvieracich Bakterialna produkcia In vitro produkcia
tkaniv
v
v
Kohttie hrebienky

\ 4
Streptokoky Enzymy 7
Streptococcus pyogenes

Pasteurella multocida

Ludska pupocna $nura
Hovédzia synovinalna tekutina Nepatogénne
mikroorganizmy

Sklovec z dobytka

Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Agrobacterium sp.
Lactococcus lactis
Bacilus subtilis

Obr. 3. Rozdelenie produkcnych metod [20].

2.1 Extrakcia

Extrakcia je separacny proces, pri ktorom st v kontakte dve vzdjomne nemieSatelné latky.
Latky sa oddel'uju na zaklade réznej rozpustnosti v pouZitych rozpustadlach. Cim vagsi je
rozdiel medzi rozdel'ovacimi koeficientmi latok, tym dokonalejSie je ich oddelenie. Tu sa

pouziva extrakcia, pri ktorej sa extrahuje z pevnej do kvapalnej fazy.
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2.1.1 Extrakcia z kohutich hrebienkov

Je to tradi¢na metodda zalozena na extrakcii rozpustadlom z tkaninovych extraktov zvierat,

s naslednym zrazanim cetylpyridinium chloridom.

Jedna z prvych prac zaoberajicich sa extrakciou z kohttich hrebienkov bola publikovana
Swannem v roku 1968, ktory navrhol nasledujtci postup. Hrebienky sa mechanicky kraja-
ju, aby sa z nich ziskali malé kusky. Nasleduje ich premytie etanolom, ktoré sa opakuje,
kym sa neobjavi zékal. V d’alSom kroku je za stdleho mieSania robena extrakcia zmesou
vody a chloroformu, pocas ktorej hrebene napucia. Po tomto napucani sa z média filtruje
pevny podiel a prida sa chlorid sodny. Postupne su robené d’al$ie chloroformové extrakcie.
Nakoniec st vzorky enzymaticky Stiepené protedzou s naslednou extrakciu a centrifuga-

ciou. [20, 37]

DalSou monostou extrakcie, ktord sa pouziva, je rozdrvenie kohutich hrebienkov
Vv elektrickom mlynceku na kusky vel'ké asi 0,5 cm. Tie sa nasledne ulozia do acetonu do
chladni¢ky, kde sa z nich tymto spdsobom odstrani tuk. Po asi 2 hodinach sa aceton vypus-
ti a napusti sa Cisty. To sa opakuje 10-krat. Po extrakcii tuku sa daju tieto rozdrvené kusky
susit, aby sa zostavajuci aceton vyparil. Takto vysuSené sa vlozia do 5% roztoku octanu
sodného, ktory sa meni kazdé 2 hodiny, 10-krat. Postupne sa v roztoku zhromazd’uje vis-
kozna kvapalina, takZe pri vymene octanu sodného sa roztok pretlaca cez bavinenu tkani-
nu. Nasledne sa zvysky hrebienkov likviduji. K ziskanému vodnému roztoku sa pridava
etanol a vyniknuta zrazenina sa centrifuguje, rozpusti v 5% roztoku octanu sodného
a znova sa centrifuguje. Zo supernatantu sa necistoty ako bielkoviny odstraiuji $tvorna-
sobnym pretrepavanim s chloroformom a nasledne niekol'’kokrat s chloroform-amyl alko-
holom v pomere 1:2. Vysledny roztok je dialyzovany. Roztok sa vyzraza znova s etanolom
a potom sa vysusi lyofilizaciou. Ziska sa tak prasok HA. Z 500 g kohutich hrebienkov sa

touto metodou ziska asi 500 mg finalnej suchej kyseliny hyalurénove;j. [15]

Pre ziskanie visk6zneho roztoku HA sa asi 50 mg praskovej HA rozmiesa v 15 ml vody,
ktora sa nasledne zahreje na 30 — 40°C po dobu 15 minat. Potom sa doplni voda na objem

50 ml, pri¢om vznika Ciry roztok. [15]

2.1.2 Extrakcia z rybich o¢i

Rybie oci st alternativnym zdrojom HA, pri¢om pri ich pouziti sa predchadza riziku bo-

vinnej spongiformnej encefalopatie (BSE). Postup extrakcie popisuje Murado a kol., ktory
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pouzili o¢i ryb mec¢tna obyc¢ajného (Xiphias gladius) a zraloka (Prionace sp.). O¢i boli
zmrazené a nasledne sa narezali dvomi az tromi sériovymi rezmi. Fragmenty sa potom
rozmrazili na rovnobeznych nylonovych vlaknach (pletivo s uzlami zvySuje straty a Cas
procesu a okrem toho zvySuje podiel neéistot), Ktoré umoziovali prepustit’ sklovec, ale nie
opticky aparat a SoSovky. Nasledne sa tento material zhomogenizoval, aby sa dokoncila
destrukcia sklovca, ktory sa vycistil odstred’ovanim. Takto sa ziskali 3 fazy: usadené necis-
toty, mala frakcia lipidov, ktora sa odsala, a va¢sinovu fazu, ktora tvoril viskozny sklovec.
Nasledne boli vzorky podrobené ultrafiltracii a elektrodispozicii. Bielkovinovy koncentrat
bol potom soleny 0,5 molarnym chloridom sodnym a pomaly sa vyzrazal 99% etanolom
pri miesani, aby sa zabranilo tvorbe vlociek. Tento roztok sa potom inkuboval pri asi 5 °C
a sediment sa samovolne vyzrazal pocas 3-5 hodin inkubacie. Pomocou peristaltickej
pumpy sa potom ¢iri supernatant odstranil a sediment s bielkovinami a HA sa znova roz-
pustil miesanim s vodou a etanolom. Suspenzia sa nasledne zriedila vodnym alkoholickym
roztokom, ktory bol v rovnakom pomere ako predchadzajica voda a etanol. Objem tejto
suspenzie by sa mal priblizit' ekvivalentne k 1/5 povodného bielkovinového koncentratu.
Takto pripraveny zriedeny roztok sa centrifugoval, pricom sa odstranil sediment
s nerozpustnymi bielkovinami a d’alej sa pracovalo so supernatantom. Nasledne sa pridal
roztok etanolu a hydroxidu sodného a po premiesani sa roztok vyzrazal a fazy boli oddele-
né centrifugaciou. Supernatant obsahoval bielkovinové frakcie. Alkalicky sediment obsa-
hujuci HA sa este rozpustil v roztoku vody a etanolu spolu s vodnym roztokom etanolu so
sodnou sol'ou kyseliny fosforecnej za icelom neutralizacie. Pri neutralizacii sa z dovodu
znizenia molekulovej hmotnosti nepouzivala ani kyselina chlorovodikova ani octova. Ho-
mogénny roztok sa nasledne odstred’oval a supernatant s kyslinou hyalurénovou sa oddelil.
[16]

2.2 Fermentacia

Fermentécia alebo kvasenie je metabolicky proces, pri ktorom sa deje premena latky za
ucasti enzymov mikroorganizmov. Prebiehaju chemické premeny organickych latok, vac-
Sinou sacharidov, pricom vznikaja latky energeticky chudSie. Fermentacia podla druhu
mikroorganizmu prebieha za r6znych podmienok, s roznym zdrojom a inou vytaznostou.
Ako uz bolo zmienené pre produkciu HA sa pouzivaju grampozitivne aj gramnegativne

baktérie.
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Medzi najpouzivanejSie sa radia baktérie ¢el'ade Streptococcaceae. Streptokoky st nespo-
rulujuce baktérie, maji gul'ovity tvar a zvycajne rasti v paroch alebo retiazkach obklopené
extracelularnou kapsulou. V tomto pripade sa vyuzivaju takzvané B-hemolytické strepto-
koky skupiny A a C. Patria tam druhy ako Streptococcus equi, Streptococcus equisimilis,
Streptococcus  pyogenes, Streptococcus uberis ¢i  Streptococcus  zooepidemicus.
Z gramnegativnych baktérii je to Pasteurella multocida. Pre aplikacie v kozmetickom

priemysle je zaujimava produkcia S. zooepidemicus a S. equi. [2, 21, 20]

Streptococcus zooepidemicus aj Pasteurella multocida produkuju HA prostrednictvom
Specifickych membranovo viazanych glykozyltransferaz, ktoré sa volaji HA syntazy. Vy-
roba HA streptokokmi moze byt ovplyvnena genetickymi faktormi, napr. produkciou ex-
tracelularneho enzymu hyaluronidazy, ktory znizuje koncentraciu a molekulovi hmotnost’
produktu. Biotechnologicka vyroba kmeniom S. zooedpidemicus je podrobne opisana
v kapitole 3.1. [20]

Pri fermentécii je tiez dolezité vytvorit' idedlne podmienky. Podmienkami sa mysli pH,
teplota, rychlost’ mieSania, prevzdu$nenie, vhodné fermentaéné médium a fermentacny
mod. Najmid aerobne podmienky a pociato€na koncentracia glukézy ma velky vplyv na
vytazok HA a molekulovi hmotnost. Molekulova hmotnost’ zase ovplyviiuje reologické
vlastnosti a tym aj pouzitie HA. Priemerna molekulova hmotnost’ pri streptokokovej fer-
mentacii je 1-2 MDa, maximalna dosiahnuté je 4 MDa. Okrem podmienok je tiez dolezita
rovnovaha medzi rychlostou syntézy HA a rychlostou poskytovania prekurzorov cukrov.
Zvysena expresia génov podielajucich sa na syntéze UDP-glukurénovej kyseliny znizuje
molekulovii hmotnost’, zatial’ co nadmerna expresia génov podielajicich sa na biosyntéze
UDP-N-acetylglukézaminu ju zvysuje. Takze manipulaciou rovnovahy mozeme ziskat’ aj

HA s vysokou molekulovou hmotnostou. [2, 20]

2.3 Invitro produkcia

In vitro produkcia HA sa robi pomocou izolovanej HA syntazy. Tato metoda sa pouziva,
ked’ chceme polymér kyseliny hyaluronovej s presne definovanou molekulovou hmotnos-
tou a disperzitou. HA syntaza je za presne definovanych podmienok schopna katalyzovat’
rekciu in vitro rovnakym spdsobom, ako katalyzuje syntézu in vivo, teda syntézu
z nukleotido aktivovanych cukrov. Enzymatickou syntézou sa zaoberali napriklad De Luca
a kol. Enzymaticka syntéza pomocou HA syntazy zo Streptococcus pyogenes mala nizku

vytaznost’, okolo 20 %. Zvysena bola na 90 %, ked’ sa syntéza spojila s in situ enzymatic-
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kou regeneraciou nukleotidovych cukrov pomocou UDP a relativne lacnych substratov,
glukoza-1-fosfatu a N-acetyl glukdézamin-1-fosfatu. Priemerna molekulova hmotnost’ takto
syntetického hyaluronanu bola okolo 5,5 x 10° Da, &o zodpoveda stupiiu polymerizécie
1500. [38]

Hyaluronan s vysokou molekulovou hmotnost'ou je mozné ziskat' enzymatickou polymeri-
zaciou pouzitim rekombinovanej P. multocida HA syntazy (PmHAS) exprimovanej E.
coli. PmHAS pouziva dve oddelené glykozyltransferazy, ktoré pripojuji monosacharidy

(D-glukurénova kyselina a N-acetylgluk6zamin) na vznikajaci polysacharidovy ret'azec.

HA syntéza pomocou PmHAS prebieha de novo syntézou z dvoch prekurzorov podla
vzt'ahu (1)

7UDP-GICUA + 7UDP-GIcNAC — 27UDP + [GICUA + GIcNAC] (1)

s naslednym prediZenim akceptorového oligosacharidového retazca, striedavym opakova-

nym pridavanim UDP-cukrov (2).
7UDP-GIcUA + 7UDP-GIcNAc + z[GIcUA-GIcNACc] »

— 27UDP + [GICUA + GICNAC] 1+ ()

Dizka retazca je riadena vlastnostami PmHAS. Dolezitym znakom PmHAS je, Ze
k prediZeniu retazca dochadza na neredukujiicom konci rastiaceho ret'azca. Toto umoziiuje
pouzitie modifikovanych akceptorov ako moznych substratov, a preto je mozné syntetizo-
vat’ polyméry HA s roznymi koncovymi skupinami. Stadie ukézali vel’ky potencial pre in
vitro enzymatickt syntézu HA polymérov a oligomérov s nizkou disperzitou, ale pre pou-

zitie vo vel’kom meradle je potrebny d’alsi vyvoj.
Prekéazky predstavuje:

e produkcia enzymov pre syntézu HA

e selektivna separacia UDP produktu z reakénej zmesi, aby sa zabranilo inaktivacii
enzymu a aby sa umoznila recyklacia UDP pre syntézu substratov UDP-cukrov

e vyvoj ucinnych postupov pre vyrobu akceptorov (oligosacharidov HA) ako tem-

platov pre prediZenie
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¢ vyvoj jednoduchych technologii s nizkymi nakladmi pre syntézu cukrovych nukle-
otidovych substratov, vzhl'adom k tomu, ze cukrové nukleotidy su drahé substraty,

ich regeneracia je zasadna pre rozvoj ekonomického procesu vyroby HA [23]
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3 BIOTECHNOLOGICKA PRODUKCIA HYALURONANU

Mikrobialna produkcia HA v priemyselnom meradle bola prvykrat dosiahnuta na zaciat-
ku osemdesiatych rokov 20. storo¢ia japonskou firmou Shiseido. BeZzne pouzivanym kme-
nom pri tejto vyrobe bol S. zooepidemicus, ktory produkuje pri vhodnych podmienkach a
pouziti jednorazovej kultivacie priblizne 6-7 g/l HA. [2]

3.1 Biosyntéza kyseliny hyalurénovej S. zooepidemicus

Metabolicka cesta tvorby hyaluronanu S. zooepidemicus bola v poslednej dobre objasnena.
Gén kodujuci HA syntazu je sticast'ou has operonu, ktory koduje aj jeden alebo viac enzy-
mov, ktoré sa podiel’ajii na biosyntéze potrebnych aktivovanych cukrov. Operon has kodu-
je 5 génov: hyaluronan syntazu (hasA), UDP-gluk6za dehydrogenazu (hasB), UDP-
glukéza pyrofosforylazu (hasC), gén kodujtci bifunkény enzym s acetyltransferazovou
a pyrofosforylazovou aktivitou (hasD) a gén kodujici fosfoglukoizomerazu (hask). Gény
hasB a hasC sa podiel'aju na syntéze UDP-glukurénovej kyseliny, zatial’ ¢o hasD a hasE su
zapojené do syntézy UDP-N-acetylugluk6zaminu. Biosyntéza hyaluronanu je pre baktérie
nakladny proces, pokial’ ide o zdroj uhlika a energie. Metabolicka draha biosyntézy HA sa
CiastoCne prekryva s metabolickymi dejmi biosyntézy bunkovej steny, o vedie ku kompe-
ticii syntézy HA arastu buniek. Pochopenie metabolickej syntézy je dolezité, pretoze

umoziiuje kontrolu dizky retazca a zvysenie vytaznosti. [23]

Zakladom pre prekurzory HA (UDP-N-acetylglukézamin a UDP-glukurénovu kyselinu) je
gluko6za-6-fosfat a fruktoza-6-fosfat.Syntézu mozeme rozdelit do dvoch drah, kde sa

v kazdej vytvori zdkladny prekurzor HA.

Prvu tvori reakcie, kde glukoza-6-fosfat je pomocou enzymu a-fosfoglukomutazy preme-
nena na glukoéza-1-fosfat. Dalsim krokom je naii adovat’ UTP pomocou UDP-glokozy py-
rofosforylazy, tak vznika UDP-gluk6za. Nakoniec oxidaciou primarneho alkoholu UDP-
glukozy UDP-gluk6za dehydrogenazou ziskavame prvy prekurzor kyseliny hyalurénovej

UDP-glukurénovu kyselinu. Schéma produkcie je v prilohe ¢.1. [2]

Druh4 drédha je tvorend reakciou kde amidotransferaza prenasa amido skupinu z glutaminu
na fruktoza-6-fosfat, ¢im sa ziska glukozamin-6-fosfat. Dalej sa fosfatové skupiny presku-
pia fosfoglukdozamin mutazou, kde produktom je glukozamin-1-fosfat. V nasledujicom

kroku sa vyrobi acetylovana forma fosfoglukozaminoacetyl transferazami. K vyslednému
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N-acetylgluzaimne-1-fosfat sa prida UTP a pomocou enzymu pyrofosforylazysa ziska dru-
hy prekurzor, UDP-N-acetylglukozamin. [2]

Medzi produkciou prekurzorov pre HA a rastom buniek existuje konkurencia. Bunka pre
svoj rast vyuziva glukéza-1-fosfat, UDP-glukézu a UDP-N-acetylglukozamin. Vysoka
Specificka rychlost’ rastu tiez nie je priazniva pre syntézu HA. Kompeticia vznika aj medzi
glykolyzou, ato o toku uhlika. Z tohto dovodu oslabenie glykolyzy a znizZenie rychlosti

tvorby biomasy su u¢inné pre zvysenie vytaznosti HA.

Ziskanie HA o vy$Sej molekulovej hmotnosti mézeme docielit’ napriklad prostrednictvom
zlepSenia vlastnosti produkujuceho kmena, optimalizaciou prevadzkovych podmienok ale-

bo prostrednictvom metabolického inzinierstva. [2, 23, 17]

3.1.1 Fermenta¢né podmienky a médium

Na médium st streptokoky nutri€ne narocné baktérie a maju Specifické poziadavky na vy-
zivu. Okrem toho geneticky modifikované kmene su ¢asto auxotrofné pre niektoré amino-
kyseliny a vitaminy. Streptokokové kmene pre produkciu hyaluronanu v§eobecne pouziva-
ju glukdzu ako zdroj uhlika. Iné zdroje uhlika s Skrob, laktoza, sachardza, a dextrin. Vyu-
zitie zdrojov uhlika ako je Skrob a laktoza sa pouzivaju kvoli niz§im nakladom, ¢o je dole-
zité vzhladom na ekondémiu procesu. Priemerné médium zvycajne obsahuje kvasni¢ny
extrakt, masovy extrakt alebo hydrolyzat kazeinu. Ako rastové faktory sa pridava telacia
krv alebo sérum a niekedy lyzozym, ktory stimuluje produkciu HA. Zhang a kol. vyvinul
dokonca médium bez séra, kde je zdrojom uhliku $krob pri¢om koncentracia HA dosiahla

6,7 g/l. [2, 20, 23]

Kultivacné podmienky pre streptokoky, konkrétne pre S. zooepidemicus, su zvy¢ajne pH 7
ateplota 37°C. Ale najvyssia produkcia HA anajvyssia molekulova hmotnost’” HA boli
ziskané pri suboptimalnych rastovych podmienkach, pretoze ked’ bunky rasta pomaly, uh-
lik a energetické zdroje st k dispozicii pre iné procesy. Vyroba mikrobidlnej HA S. zooe-
pidemicus je typicky viskdzny proces, takze rychlost’ miesania a hladina kyslika vyznamne
ovplyviiuje produkciu HA. Uginky rychlosti miesania, prevzdusiovania, $mykového napi-
tia a rozpustnost’ kyslika na mikrobidlne produkcie HA boli rozsiahle studované. Aerdbne

podmienky kultivacie zvySuju produktivitu HA produkcie az 0 50%. [2, 23]
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Stimula¢né ucinky prevzdusnenia sa mézu vysvetlit’ nasledne:

e rozpusteny kyslik v médiu moze viest’ k vyssej produkcii kyseliny octovej na ukor
kyseliny mliecnej, a tak sa generuje viac molektl ATP, navyse vznikajice ATP pri
tvorbe kyseliny octovej pdsobi priaznivo na dosiahnutie vyssieho titra HA

e kyslik méze podporovat’ syntézu HA vdaka agregacii streptokokovych buniek
sprostredkovanych ich HA kapsulami

e acracia moze zvysit akumulaciu acetyl-CoA, vd’aka comu je mozné vacsie mnoz-

stvo acetyl-CoA pouzit’ na syntézu HA na tkor centralneho metabolizmu uhliku

Napriek tomu je treba rozliSovat’ vplyv rychlosti mieSania a prevzdu$nenia. Podl'a Hase-
gawy a kol. sa produkcia HA zvySuje s rastucou mierou prevzdusinovania a rychlost'ou
mieSania. Avsak, prili§ vysoka rychlost’ miesania by mohla viest’ k posSkodeniu buniek, a to

zase vedie k poklesu koncentracie HA. [39]

Nedavne stadie tiez zistili, ze existuje kriticka hladina rozpusteného kyslika pre syntézu
HA, je to 5 %. Ked’ je hladina rozpustného kyslika nizSia ako 5 %, tak zvySenie rychlosti
prevzdusnenia a mieSania priaznivo ovplyvnilo produkciu HA. Ked’ je vyssi ako 5 %, tak

vplyv rychlosti miesania a prevzdusiovania bol maly az mizivy. [2]

Fermenta¢né podmienky tieZ zdsadne ovplyviiuji molekulovi hmotnost’ ziskanej HA, st to
najmd prevzduSnenie a Smykové napitie. Pri streptokokovej aerdbnej fermentacii pre-
vzdu$nenie moZe v porovnani s anaerobnymi podmienkami zvysitt molekulovi hmotnost’
produktov. Vyssiu hladinu rozpusteného kysliku uprednostiiuje taktiez vysoka molekulova
hmotnost’, zatial’ ¢o k nizS§ej molekulovej hmotnosti vedie vysoké Smykové napitie. Je to
pravdepodobnost'ou v dosledku degradacie, ktori spdsobuje reaktivne kyslikové radikaly,
ktoré st vytvorené v aerébnych podmienkach pri vysokom Smykovom napiti. Oxidacne;j
degradacii HA sa da zabranit’ pridanim latky zachytavajucej kyslik, akou je kyselina sali-
cylova v kultivatnom médiu, ¢o vedie k zvySeniu molekulovej hmotnosti. Kombinacia
vysokej hladiny kyslika a mierneho Smykového napétia moze byt teda stratégia pre vyrobu

HA s vysokou molekulovou hmotnostou. [23, 17]
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3.1.2 Kultiva¢né techniky
Pre fermentaciu sa pouzivaji rdzne techniky. RozliSujeme:

e jednorazova (batch) kultivacia — ide o uzavrety systém, kde vsetky ziviny aj inoku-
lum st privadzané na pociatku kultivacie a postupne spotrebované. Dochadza tu k
akumulacii biomasy a metabolitov. Objem bioreaktora je konstantny.

e prietokova jednorazova (fed-batch) kultivacia — jedna alebo viac zivin st davkova-
né do bioreaktora v priebehu kultivacie, pricom produkt zostava v bioreaktore. Ob-
jem nie je konstantny. Riadenim rychlosti prietoku limitujiceho substratu mézeme
ovplyvnit’ rychlost’ spotreby substratu riadenim reakénych rychlosti a metaboliz-
mu. Vyhodou je, Ze riadenou zmenou koncentracie zivin mozno ovplyvnit’ vyta-
70k alebo produktivitu. Ziviny su dodavané v priebehu kultivacie a médium sa ne-
odvadza, takze objem bioreaktora rastie.

e kontinualna kultivacia — kontinualna Kultivacia je otvoreny systém, kde dochadza
k plynulému (nepretrzitému) dodavaniu zivin (média) a zaroven k plynulému od-
beru média pozmeneného metabolickou ¢innostou mikroorganizmov aj s cast'ou
biomasy. Rychlost’ prietoku je rovna rychlosti odtoku, objem bioreaktora je tak
konstantny. [42]

Jednorazova kultivacia je dominantny prevadzkovy mod pre vyrobu HA. Fed-batch je
V porovnani s jednorazovou kultivaciou ¢asovo menej naro¢ny proces, atak sa zvySuje
produktivita syntézy HA. Kombinaciou oboch technik je moZné produkciu d’alej zefektiv-
nit. Pri fermentacii S. zooepidemicus sa pouziva kombinacia rezimu fed-batch
s koncentraciou sacharozy 1,0g/l v priebehu 0-8 hodin a nasledne sa prechadza do batch
modu, ktory sa uplatiuje poc€as 8-20 hodin, s poCiatocnou koncentraciou sacharézy 15 g/l.
Touto dvojstupnovou fermentadciou sa zvysi produkcia 032 % Vv porovnani

s jednostupiiovou batch fermentaciou. [2]

V poslednej dobe sa tiez vyuzivala opakovana jednorazova kultivacia pre vyrobu HA. Aj
pri tomto postupe bola produkcia HA vyznamne zvySena.

Kontinudlna kultara je najlepsia stratégia pre zlepSenie objemovej produkcie pri HA synté-
ze, a to z tychto dévodov:

e rast buniek moze byt udrziavany v exponencialnej faze. Roz§irenie exponencidlnej

fazy by mohlo viest’ k zvySeniu mnozstva HA, pretoze bolo preukazané, ze syntéza
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HA sa zastavi v stacionarnej faze a vylucovaniu HA syntadzy a d’al§ich proteinov
bunkovej steny je zabranené

e suboptimalne podmienky pre rast, obmedzenie Zivin sposobi znizenie kompeticie o
zdroje medzi rastom buniek a syntézou HA

e viskozita média moze byt riadena riadenim koncentracie HA, ¢im sa zlepsi prenos

hmoty v reaktore

Pri d’alSom porovnani kontinualny proces oproti jednorazovému procesu predlzuje kulti-

vacnu perioddu, ¢im sa znizi Cas straveny v reaktore a tiez stupen polydisperzity. [2, 23]

3.2 Biosyntéza kyseliny hyaluronovej nepatogénnymi mikroorganiz-

mami

Medzi d’alsie produkéné mikroorganizmy patria uz hore zmienené Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Agrobacterium sp., Lactococcus lactis a Bacilus subtilis. Tieto kmene su
geneticky modifikované, aby sa zvysila vytaznost’, kvalita a zniZili naklady na vyrobu
a taktiez aby sa zabranilo riziku kontamindcie exotoxinmi. Do genému tychto mikroorga-
nizmov je zavedeny gén HA syntazy pochadzajtci od streptokokov alebo P. multocida.
Heterologna expresia HA syntazy je dostacujlica pre indukciu produkcie kyseliny hyaluro-

novej u produkénych mikroorganizmov. [23]

Cast’ biosyntetickej drdhy HA je zhodna s drdhou biosyntézy bunkovej steny a predstavuje
pre hostitel'sky mikroorganizmus zataz vd’aka nedostatku cukrovych prekurzorov pre syn-
tézu bunkovej steny. Idealne produkény kmen by teda mal mat’ dostatok prekurzorov pre
oba procesy. Toho mdézeme dosiahnut’ napriklad koexpresiou génu pre HA syntazu a gény,

ktoré zvysia intracelularnu dostupnost’ cukrovych prekurzorov. [23]

Utinny produkény kmei E. coli IM109 bol ziskany koexpresiou HA syntazy z Pasteurella
multocida a (UDP)-glukoza dehydrogenaz z kmena E. coli K5. Tento kmen ma produkciu
pri fad-batch procese 2,0-3,8g/1L HA v 1-L bioreaktore. [40]

Produkcny kmen L. lactis ziskany zavedenim celého operonu zo S. zooepidemicus. Okrem
génu pre HA syntazu (hasA) a génu pre UDP-gluko6za dehydrogenazu (hasB), bol st¢astou
operonu aj gén hasC (UDP-glukéza pyrofosforylaza). Zavedenim tychto génov sa vyz-
namne zvysi produkcia HA. Takto geneticky upraveny kmen L. lactis NZ9000
s transformovanym plazmidom pSJR3 (hasA, hasB a hasC gény) sa dokazalo produkovat’
az 1,8 g/l v 2,4-L batch bioreaktore. [41]
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3.2.1 Bacillus subtilis

Bacillus sp. sa uz dlhy ¢as pouziva v priemysle pre vyrobu roznych produktov napr. hydro-
lytické enzymy ako st proteazy, a-amylazy a Specialnych chemickych latok ako su vitami-
ny ¢i aminokyseliny. Ich vysoko rozvinuté biosyntetické schopnosti a GRAS oznacenie
(generally recognized as safe) zarucili rastice vyuzitie vV priemysle. GRAS je vlastne vse-
obecné uznanie ich produktov za bezpe¢né vzhl'adom k tomu, Ze B. subtilis neprodukuje
edotoxiny a exotoxiny, taktiez je jednym z najlepsSie charakterizovanym a preskimanym
grampozitivnym mikroorganizmom. Jeho genoém pontka $iroké pole pre genetické mani-
pulacie. Okrem toho tiez neprodukuje hyaluronidazu, ktora by mohla znizit’ vyt'aznost HA,

tymto sa stal jednym z produkénych mikroorganizmov pre vyrobu HA. [3]

Len niekol’ko druhov vie prirodzene syntetizovat HA. Jediny enzym ktory chyba B. subti-
lis je hyaluronan syntaza, ktora je kodovana génom hasA. K d’alsim génom potrebnym pre
vyrobu HA, ako je hasB, hasC ¢i hasD, ma B. subtilis homology, ktoré st oznacené ako
tuaD, gtaB a gcaD. Vyroba HA pomocou B. subtilis m6ze byt dosiahnuta niekol’kymi roz-
nymi sposobmi. Najcastejsie sa operon has z rodu Streptococcus skupiny A alebo C zave-
die do B. subtilis. Alternativou st umelé operony, ktoré sa moézu skladat’ aj z génov B. sub-
tilis. Tento spdsob je pritazlivy z dovodu ze endogénne gény su Casto efektivnejsie
u svojho prirodzeného hostitel'a. Preto sa pouziva operon, ktory obsahuje gén hasA od
streptokokov, ale ostatné gény su B. subtilis povodné, teda homolégy spomenuté vyssie.
Syntéza prekurzorov HA, t.j. zékladnych monosacharidov, je rovnaka ako pri S. zooepide-
micus vzhl'adom k tomu, ze B. subtilis taktiez patri medzi grampozitivne baktérie. Syntéza
HA je pre bunku naro¢na hlavne z hl'adiska spotreby energie a uhliku. Pre kazdy mol vy-
robenej disacharidovej jednotky HA sa spotrebuju 2 mol glukézy, 5 mol nukleozidtrifosta-
tu (3 ATP a2 UTP) a 1 mol acetyl-koenzymu A. Ak sa vyraba vel'ké mnozstvo HA, moze
to predstavovat’ znacnll metabolickl zat'az pre bunku. Navyse, niektoré z cukrov obsiahnu-
tych v tejto ceste sa vyzaduju aj pre dolezité bunkové funkcie, ako je napriklad stavba bun-
kovej steny. K tomu, aby sa bunka syntetizovala velké mnozZstvo HA, je nutné, aby sa
zdroje cukru udrziavali na zodpovedajucich urovniach pre udrzanie rastu buniek. B. subti-
lis sa ukazal byt dobrym produkénym mikroorganizmus pre vyrobu HA, ato na zéklade
niekol’kych kritérii. Je schopny produkovat’ az 5 g/l HA s molekulovou hmotnostou 1 az
1,2 miliénov Da pri kultivacii na minimalnom médiu S0 sachar6zou pri pH 7 a 37 °C. Ok-
rem toho je netoxinogénny a produkovana kyselina hyalurénova je vylu¢ovana do okolité-

ho prostredia ¢o zjednodusuje nasledne spracovanie. Z ekonomického hl'adiska je to taktiez
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vyhodné z dovodu schopnosti B. subtilis rast’ aj na minimalnom médiu, na rozdiel od na-
ro¢nejSich streptokokov. Jedinou nevyhodou je, ze modifikované kmene vo vSeobecnosti

produkuju HA s niZSou koncentraciou ako streptokoky. [3]

3.2.2 Streptococcus thermophilus

V poslednej dobe bolo identifikovanych niekol'’ko divokych kmenov S. thermophilus pro-
dukujucich HA. S. thermophilus je grampozitivna baktéria mliecneho kvasenia. Pouziva sa
V potravinarskom priemysle na vyrobu jogurtov. Zistilo sa ze produkuje rozne exopolysa-
charidy s rézne opakujucimi sa jednotkami a roznymi dizkami retazca. Avsak pomerne
dlho neboli zname kmene produkujice HA. Prvykrat bola produkcia HA zistena
v mliecnom médiu, kde ju vyprodukoval S. thermophilus YIT 2084, ktory je sti¢astou
startérovej kultary pri vyrobe jogurtov. Pri syntéze HA u S. thermophilus hraja dolezita
ulohu tri gény hasA (HA syntaza), hasB (UDP-glukéza dehydrogenaza) a glmU (pyrofos-
forylaza). Nadmerna expresia génu glmU znizuje produkciu HA a koncentraciu buniek.
Toto znizenie mdze byt spdsobené neschopnostou tolerovat’ vysoku intracelularnu kon-
centraciu UDP-N-acetylglozaminu. Naopak, nadmerna expresia oboch génov hasA a hasB
zvySuje produkciu HA rovnako, ako aj ich samostatna expresia, ¢i uz hasA alebo hasB.
[10]

Na vyrobu 1 mol opakujtiiceho sa disacharidu, zadkladnej jednotky HA, sa celkovo spotre-
buja 4 mol ATP. Produkcia velkého mnozstva HA v8ak ma negativny vplyv na rast S.
thermophilus. Je teda dolezité, aby sa udrZiavala metabolickd rovnovaha. Pokial’ st pre
fermentaciu pouZité aerébne mikroorganizmy, moze pre ne vysoka viskozita média zna-
menat’ problémy s transportom kysliku. S. thermophilus je fakultativne anaerobny a nevy-
Zaduje kyslik pre vyrobu HA. To znamena, Ze pouZitie tohto organizmu zjednodusuje fer-

mentéaciu a nasledné postupy cistenia.

Molekulova hmotnost’ ¢istej HA vyrobenej tymto kmefiom bola priemerne 1 MDa, ¢o je
menej ako u inych patogénnych streptokokov. Jednym z dévodov médze byt rozdielnost’ v
aktivite HA syntazy. Cistena HA z tychto kmefiov je vhodna pre priemyselné pouZitie.
Ocakava sa, ze tento kmen bude mat’ vel’ky potencial pre vyuZzitie v potravinach, kozme-
tickych a lekarskych odvetviach. V poslednych rokoch sa skonstruoval tak, Ze jeho vytaz-

nost’ dosiahla 1,2 g/1. [10, 23]
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4 PRODUKCNE MIKROORGANIZMY

Pod pojmom produkéné mikroorganizmy sa myslia organizmy produkujice kyselinu hya-
luréonovia. Mikroorganizmy ju produkuju, bud’ prirodzene, alebo st pre tento ucel geneticky
modifikované. Ako uz bolo spomenuté v predchadzajicich kapitolach, prirodzenym prie-

myselne vyuzivanym rodom je rod Streptococcus.

4.1 Streptokoky

Streptokoky patria do ¢el'ade Streptococcaceae. Su to grampozitivne aerotolerantné koky,

ktoré sa podl'a starSieho klasifikaéného systému delia do 6 skupin:

e pyogénne streptokoky
e oralne streptokoky

e in¢ streptokoky

e anaerdbne streptokoky

e enterokoky

streptokoky mlie¢neho kysnutia

V novsom pojati klasifikacie streptokokov sa navrhlo ponechat’ iba 3 pdvodné skupiny:
pyogénne, oralne a iné streptokoky. Streptokoky su charakteristické usporiadanim kokov
do parov a retiazok, ako mozeme vidiet’ na obr. 4. Vsetky druhy s naro¢né na privod ras-
tovych faktorov a fermentuji laktéozu na kyselinu mliecnu. Niektoré streptokoky mdzu
sposobit’ u 'udi ako aj u zvierat zavazné ochorenia, d’alSie su len prilezitostne patogénne

alebo saprofyty. [30, 31]

Obr. 4. Vseobecna stavba streptokokov [18].
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4.1.1 Pyogénne streptokoky

Podl'a najnovsej klasifikacie zahriuju sérologické skupiny A, C, G a sérologicku skupinu
L. V praxi sa tiez Casto nazyvaju B-hemolytické podl'a hemolyzy na krvnom agare. T4 sa

prejavuje na krvnom agare jasnymi zénami okolo kolonii. Tato skupina obsahuje druhy:

e S. pygenes e S.dysgalaciae
e S.equi subsp. equi e S.canis
e S equi subsp. zooepidemicus e S.iniae

S equi subsp. zooepidemicus je jednym z dvoch poddruhov Streptococcus equi. Je nepo-
hyblivou, nesporulujucou, zapuzdrenou, grampozitivnou kokovou baktériou. Jeho bunkova
stena pozostava zo $pecifickych sacharidov a mukopeptidovych polymérov. Pri gramovom
farbeni sa teda bude zafarbovat’ bunkova stena na modrofialovo. Pri kvaseni S. zooepide-
micus produkuje kyselinu hyaluréonovi a kyselinu mlie¢nu. Kyselina mlie¢na je faktor,
ktory moze regulovat’ produkciu HA, a to zniZenim premeny substratu na HA. Syntéza HA
je pre S. zooepidemics vysoko energeticky naro¢na. Ako ¢len skupiny C streptokokov je
vel'mi citlivy na penicilin, rovnako je citlivy na d’alSie antibiotika, ako st ampicilin, nitrfu-
rany a erytromycin. Oproti tomu je odolny vo¢i amikacinu a tribrissenu (trimethop-
rim/sulfadiazin). Rastie na nutri¢ne bohatych médiach pri teplotach v rozmedzi 25 az 45°C.

Optimalna kultivacna teplota pre S. zooepidemicus je 37°C. [30, 32]

S. zooepidemicus tvori normalnu bakterialnu floru u koni. Bol izolovany z infekénych ran
koni a inych cicavcov, ako su kravy, zajace a prasce. V niektorych pripadoch bol izolovany
aj pri vyteroch I'udského krku. Vynimoc¢ne spdsobuje aj infekcie u €loveka, ktoré st vzdy
spojené bud’ s kontaktom so zvieratami (kone), alebo s pozitim nepasterizovanych mliec-
nych vyrobkov. Spdsobuje rdzne ochorenia vratane sepsy, endokarditidy, krénej lymfade-
nitida, septicka artritida a inych. Zarad’uje sa medzi patogénny, Ktory sposobuje ochorenia
dychacich ciest, maternice, ran u koni a mastitidy u cicavcov. Celkové priznaky infekcie
S. zooepidemicus su 1ézie, horucka, serozny az mukopurulentni vytok z nosa a tazkosti
s dychanim. [32]

4.1.2 1Iné streptokoky

Z inych streptokokov nas s ohladom na produkciu HA zaujima grampozitivny S. thermop-

hilus. Ten tvori ovoidné nesporolujuce a nepohyblivé bunky o priemere 0,7 az 0,9 um
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Vv paroch alebo dlhych retiazkach. Bunkova stena je tvorend mureinom, ktory je zlozeny z
N-acetylglukozaminu a N-acetylmuramovej kyseliny. Tato Struktura umoziuje S. ther-
mophilus znagat zvy$ené teploty. Dalej sa S. thermophilus vyzna¢uje tvorbou dvoch
mlie¢nych dehydrogendz produkujucich L-laktat. Fermentuje glukozu, laktézu, mandzu
a fruktézu. Jeho optimalna teplota rastu je medzi 40 az 45°C, pricom jeho horna rastova
hranica je 52°C a dolna 21-19°C. Izoluje sa z mlieka na médiach s hydrolyzovanym kazei-
nom a fermentovateI'nym sacharidom, taktiez dobre rastie v lakmusovom mlieku. Vyskytu-
je sa v mlieku a v mlieénych produktoch nativne ako aj vo forme Cistiacich zakysovych
mlickarenskych kultar pouzivanych pri vyrobe jogurtov, tvarohov a syrov s vysoko do-
hrievanou syrovinou. Tiez sa vyskytuje ako kontaminant vo vymennikoch tepla pasterizac-
nych strojov. Niektoré kmene S. thermophilus produkuji exopolysacharidy vratane HA.
Styridsat’ $est’ kmetiov bolo izolovanych z mlieénych potravin a skiimala sa ich produkcia
HA. Vysledkom bolo 6 kmenov produkujucich exopolysacharidy vratane HA. S. thermop-
hilus YIT 2084 mal vyrazni vysoka produktivitu HA (asi 8 mg/l).S. thermophilus YIT
2084 ma velky potencial pre pouzitie v lekarskych, kozmetickych a potravinarskych odbo-
rov, hoci jeho kultiva¢né podmienky je potrebné este zlepsit'. [30, 33]

4.2 Nepatogénne mikroorganizmy

Patogéne mikroorganizmy st schopné infikovat’ hostitel’'a a vyvolat’ jeho ochorenie. Nepa-
togénne tato schopnost’ nemaji. Pri vyrobe HA sa stretdvame s tymito mikroorganizmami:
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Agrobacterium sp., Lactococcus lactis a Bacilus

subtilis. Z vyssie uvedenych je najzaujimavej$im v poslednych rokoch Bacillus subtilis.
Cel'ad’ Bacillaceae obsahuije rod Bacillus, ktorého druhy sa delia na:

e chladnotolerantné, rastt pri 0°C
e mezofilné, rastu pri teplotach 7 az 4°C

e termofilné, sem patri B. subtilis

B. subtilis je takmer v8ade pritomny, tvori pomerne malé peritrichné bunky, ako mozeme
vidiet' na obr. 4. Patri medzi aerobne grampozitivne baktérie, ktorym sa dari v pode. Jeho
bunkova stena sa sklada hlavne z peptidoglykanu zvaného tiez murein. Vytvara bariéru
medzi prostredim a bunkou. Je tiez zodpovedna za udrziavania tvaru buniek. Optimalna
teplota rastu je 25 az 35°C. Pri nepriaznivych podmienkach vytvara odolné endospory

ovalneho tvaru alebo prijima DNA z vonkajsieho prostredia, ktora mu umozinuje sa prispo-
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sobit’ modifikaciou. Tvorba endospor musi prebehnit’ este pred tplnym vycerpanim vset-

kych zivin. B. subtilis dokaze vyuzivat’ Siroku skalu sacharidov.

Obr. 5. B. subtilis produkujiici HA snimany rastovacim elektronovym mikrosko-

pom [5].

B. subtilis sa v priemyselnom meradle vyuziva hlavne pre vyrobu enzymov. Vylucuje ich
vel'ké mnozstvo, ale priemyselne su najdolezitejSie amylazy a proteazy. Taktiez produkuje
antibiotika, ktoré mdézu obsahovat’ polymyxin, difficidin, subtilin, a mycobacillin. Bacillus
moze degradovat’ polyméry, ako su bielkoviny, Skrob, a pektin preto sa vyznamne podiel’a-
ji na cykle uhlika a dusika. Napriek tomu je pomerne malo zodpovedny za primarne kaze-
nie potravin. Moze ich kontaminovat, avSak zriedka spdsobuje otravu jedlom.
V pol'nohospodarstve sa u rastlin sa pouziva ako fungicid. Baktérie kolonizované na kore-
novych systémoch su totiz schopné konkurovat’ plesniam, ktoré vyvolavaja ochorenie. B.

subtilis je vyhodny v tom, Ze ako fungicid nema vplyv na ¢loveka. [30, 31, 34]
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5 IZOLACIA A PURIFIKACIA KONECNEHO PRODUKTU

Po skonceni fermentacie je dolezité spravne izolovat’ a purifikovat’ HA, aby sa neznehod-
notila. Vo vSetkych fermentacnych procesov sa pocCas fermentacie HA uvoltiuje do média,
je to vacsinou ku konci fermentacie v stacionarnej faze rastovej krivky. Oddelenie strepto-
kokovych buniek je pomerne zlozité. Po skonceni kvasenia ma fermenta¢né médium stred-
nu dynamick viskozitu, ktoréa sa zvySuje az dosahuje 2000 az 3000 Pa.s. Z toho dovodu sa
vylu¢uje moznost’ odstredenia, jedine ak pouzijeme zriedené médium. Pre separaciu
a purifikaciu sa zvyc¢ajne pouziva velké mnozstvo organickych rozpustadiel, ako je etanol,
aceton, izopropanol atd’. AvsSak tento proces je zlozity a ¢asovo naro¢ny, ¢o vedie
k vysokym nakladom. Okrem toho rozpustadla alebo iné pridané latky mozu byt poten-
cialnymi kontaminantmi a znizovat’ kvalitu HA. Vo vSetkych pripadoch treba byt dosledny

pri odstraniovani endotoxinov, hlavne ak dana HA ma byt pouzita v medicine a farmacii.

V poslednej dobre sa na separdciu vyuziva opakované zrazanie, ultrafiltracia alebo zraza-
nie cetylpyridinium chloridom (CPC). Taktiez sa Studuje pomocny vplyv filtracnej pody na
separaciu biomasy a HA. Rovnako sa hodnoti vplyv na priemernt molekulovi hmotnost’
tohto biopolyméru. Vnutorna viskozita HA sa zvySuje s narastom molekulovej hmotnosti,
ato predstavuje hlavnu prekazku v priebehu kvasenia rovnako, ako éistenia. Parametre
fermentécie, ktoré vyvazuju produkciu HA, ktora je nepriamo timerné k rastu, su vel'mi

dolezité. [20, 28]

5.1 Separacia a purifikacia HA po streptokokovej fermentacii

Purifikacia pre HA ziskanu jednorazovou kultivaciou prostrednictvom S. zooepidemicus sa
robieva uz bez pouZitia velkého mnoZstva rozpustadiel, ¢im sa liSi od inych procesov.

Postupuje sa nasledovne:

e HA sa z pddy vyzraza 2-propanolom (1:1, v/v) a resuspenduje v 3% (w/v) octane
sodnom

¢ resuspendovany roztok HA sa spracuje na silikagély pri izbovej teplote a 150 otac-
kach za minttu po dobu 2 hodin

e vycisteny roztok HA sa sustredi centrifugaciou, 20 mintt pri 4°C

e HA roztok sa vedie cez aktivne uhlie (0,45 um), prietok 14 ml/ min.
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e roztok sa d’alej Cisti ultrafiltraciou v diafiltratnom mode, po riedeniach s pyrogén-
nou vodou, zriedeny roztok sa cerpa (15 az 20 ml/ min.) do filtra s priecnym tokom
vybaveného s 50 kDa prerusovanou polyéther sulfénovou kazetou

e roztok HA z diafiltracie sa strerilizuje prechodom cez filter s 0,22 um pérmi

Prostrednictvom spracovania na silikagély a aktivneho uhlia sa odstrani az 96 % proteino-
vych necistot. Ultrafiltracia v diafiltraénom moéde d’alej odstranuje necistoty, ¢im sa ziska
produkt s 0,06 % bielkovin. Hoci sa diafiltracia pouzivala aj pred tym, vyssie uvedeni pos-
tup je efektivnejsi a dava lepsiu kvalitu HA. Konec¢na sterilizacia poskytuje sterilni HA
s vytazkom 65 %. Takto ziskana HA spiia §tandard European Pharmacopoeia a je v stilade
so $pecifikdciami britského liekopisu pre medicinsku HA. Tento proces je jednoduchy a

ekonomicky vyhodny. [20, 29]

5.2 Tangencialna mikrofiltracia

Tangencialna mikrofiltracia (TFF) je vhodnou metddou pre odstrafiovanie zvyskov buniek
a ziskanie syntetizovaného produktu po bakterialnej fermentacii. Pri tejto metode tok prudi
tangencialne cez membranu a kolmo k permeaénému toku. Uginnost filtracie zavisi na
vlastnostiach membrany (velkost’ porov), produkte a prevadzkovych podmienkach (trans-
membranovy tlak, rychlost prietoku, koncentraény faktor, ¢as a pod.). Okrem toho je mik-
trofiltracia zvycajne povazovana za efektivnu za predpokladu, Ze sa rozpustné latky liSia
vel'kostou aspon 10-krat. Bola vyvinuta aj vysokouc¢inna tangencialna filtracia, ktorou
mozno dosiahnut’ oddelenie rozpustnych latok lisiacich sa velkostou menej ako 10-krat.
Existujii r6zne stratégie pre maximalizaciu selektivity a kontroly zandSania membrany pri
tomto postupe. Pouzivaju sa rozne prevadzkové podmienky ako vhodné pH, i6nova sila,
pouzitie elektricky nabitych membran a diafiltrany mod, prevadzka za optimalnych hyd-

rodynamickych podmienok. [28]

Boli robené studia na izolaciu HA z fermentacnej pody, ktora sa vykonava dvojstupiiovou
tangencialnou mikrofiltraciou (MF) a ultrafiltracou (UF). Tento proces je zaloZzeny na kon-
cepcii vysokoucinnej tangencialnej filtracii. MF membrany by mohli poskytnut’ uplne od-
delenie buniek a HA a UF membrany zase mozu poskytnut’ dobru separaciu medzi HA
a bielkovinami. Ztoho doévodu by tento dvojstupiiovy proces mohol byt pouzity
k oddeleniu HA od fermentacnej pody. Tento proces s dvoma roznymi rezimami separacie
by mohol pri vhodnych podmienkach dosiahnut’ vysSe 77 % celkového vytazku. Filtracia s

tangencialnym tokom by pritom mohla byt’ pouzita aj vo velkom meradle. [28]
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6 POROVNANIE BIOTECHNOLOGICKEJ PRODUKCIE
S DALSIMI MOZNOSTAMI VYROBY

V roku 2011 sa celosvetovy trh pre HA odhadoval na viac ako jednu miliardu dolarov. So
zvySujucou sa populaciou trpiacou osteoartritidou sa zvySuje dopyt po viskosuplemntac-
nych produktoch, ktorym je aj HA, takZe sa oCakava, ze dopyt bude nad’alej stapat’.
V USA prva injekcia kyseliny hyaluronovej Synisc-One bola schvalena v roku 2009 a bola
rychlo prijatd ako zo strany pacientov, tak aj lekarov. Bolo to vd’aka kratSej liecbe

a hlavne pre jej pohodlie.

Globalny trh s koZznymi vypliiami je tiez na vzostupe. V sti¢asnej dobe existuje uz takmer
100 roéznych koznych vyplni, z nich asi polovica je zalozena na kyseline hyalurénove;.
Americka spolo¢nost’ pre esteticktl a plasticka chirurgiu uvadza, ze asi 23 000 dermatolo-
gov, plastickych chirurgov a kozmetickych chirurgov v USA vykonalo viac ako 11,8 mi-
lionov chirurgickych a nechirurgickych zakrokov v roku 2004, ¢o predstavuje asi 12,5 bi-
libnov dolarov na poplatkoch. Trh s dermalnymi vypliami sa v USA rozsiruje ro¢ne o viac
ako 25 % a 0 20 % vo zvysku sveta. Dosiahol tak 1,5 biliéna dolarov v celosvetovych pre-
dajoch. [2]

6.1 Porovnania

Kazda produk¢nd metdoda ma svoje vyhody aj nevyhody, popripade nedostatky. Vyroba zo
sklovca oéi ryb by bola racionalna z pohl'adu ich vyuzitia, priCom sa predchadza riziku
BSE. Extrakcia z kohutich hrebefiov je naro¢na na pracovnu silu, na financie a na ¢as. Ok-
rem toho je HA v tkanivach v komplexe s proteoglykanmi a byva casto kontaminovana
enzymami degradujicimi HA. Je tu tak isto riziko vyskytu alergénov. Tiez izolacia
Vv pozadovane;j Cistote a S vy$Sou molekulovou hmotnost'ou je naro¢na. Preto sa dnes extra-

kcia z tkaniv nahradza mikrobialnou vyrobou. [20, 16, 5]

Pri mikrobiologickej produkcii S. zooepidemiscus sa vyhneme zivoc¢isSnym produktom
a alergénom, ale aj tento proces je energeticky a ¢asovo naro¢ny, aj ked’ menej ako extra-
kcia. Existuju vsak uz aj modifikované mikroorganizmy ako B. subtilis, kde nehrozi tvorba
endo alebo exotoxinov, priCom tieto mikroorganizmy nie si patogénne. B. subtilis ako
produk¢ény mikroorganizmus tiez nie je tak naro¢ny na zivné médium ako S. zooepidemi-
cus, z ¢oho vyplyva d’alsie pozitivum. Pomocou tohto mikroorganizmu vznika pozoruhod-

ne energeticky usporna technoldgia, v spojeni s pouzitim vodného rozpustadla je
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k dne$nému dnu najSetrnej$im vyrobnym procesom HA vzhl'adom k Zivotnému prostrediu.
Vyvinul sa tiez novy druh separacie HA a purifikéacie po fermentacii, ktora je oproti extra-

kcii jemnejsia. Takto vyrobena HA nie je cytotoxicka, alergénna a je nemutagénna. [5]

Aj ked’ sa neustale dosahuju vel'ké pokroky pri produkcii HA pomocou S. zooepidemicus
a modifikovanych produkénych mikroorganizmov, niektoré problémy zostavaji. Vysoké
naklady na suroviny oslabuje konkurencie schopnost’, preto je nutné najst’ lacnejSiu nahra-
du substratov, a tak znizit’ vyrobné naklady. Okrem toho sa skiima uskutoc¢nitel'nost’ vyro-
by HA s lacnymi surovinami alebo odpadmi z inych priemyselnych procesov. Takto mozu

byt vyrobné naklady znizené o viac ako 30 %. [2]

Nad’alej sa tiez skimaju kli¢ové faktory obmedzujiuce syntézu HA. Treba stale skimat’
nové stratégie pre zlepSenie vynosu. Metabolickd kontrolnd analyza (MCA) kvantifikuje
vztah medzi genetickymi modifikaciami alebo zmenami zivotného prostredia a bunkovou
odpoved’ou. MFA je analyza metabolického toku, ktora sa pouziva pre analyzu biochemic-
kych reakcii pocas procesu. Kombindcia MCA a MFA moéze byt pouzitd na sledovanie
metabolickej odozvy HA producentov na zmeny Zivotného prostredia alebo expresiu kIa-
c¢ovych génov spojenych s HA syntézou. Podl'a nich sa potom da zostavit’ optimalna stra-
tégia a moze sa tak docielit’ zlepSenia koncentracie HA a jej molekulovej hmotnosti. Tento
konkrétny aspekt suvisi s biologickou funkciou. Je potrebné ziskat' HA o definovanej jed-
notnej vel'kosti a rozsirit’ jej aplikaciu. Pre zniZenie polydisperzity musime poznat’ regu-
laéné mechanizmy iniciacie a elongacie pocas procesu syntézy tohto polyméru. Cez poly-
merizaény model sa objasnili niektoré klI'icové intracelularne metabolity, ktoré ovplyviiuju
molekulovii hmotnost, avSak eSte to nie je dostatoné, aby sme pochopili cely mechaniz-
mus regulacie molekulovej hmotnosti HA. Vyskum syntézy hyalurénovej kyseliny je pod-

porovany jej vysokym komerénym dopytom a taktiez vedeckym zaujmom. [2, 20]
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ZAVER

Pod pojmom biotechnologickd vyroba kyseliny hyaluréonovej som uviedla Vv tejto praci len
zlomok poznatkov, ktoré sii zname a neustale sa prehlbuju a skimaji. Snaha o dokonalé
poznanie syntézy HA réznymi mikroorganizmami a za roéznych podmienok produkcie
a naslednych moznych spracovani vedie k vel’kému mnozstvu réznych kombinacii. Vyvi-
nutie ekonomicky vyhodného procesu vyroby by mohlo znizit’ cenu kyseliny hyalurénove;j.
Jej vynimoc¢né vlastnosti, ktoré ju robia tak ziadanud, sa potom budi moct’ viac uplatnit

v medicine, ale aj v beznom Zivote.

Biotechnologickou vyrobou sa v tomto pripade tiez mysli produkcia geneticky modifiko-
vanymi mikroorganizmami. Genetickd modifikacia je vedomy zasah ¢loveka do genetickej
informacie zivého tvora. O GMO sa neustale diskutuje. Hoci postoj Europskej tnie je voci
nim vel'mi konzervativny, USA je, naopak, vtomto smere otvorena. Ticto postoje tiez
ovplyviuju hlavne priemyselnu vyrobu a vyskum. A tak sa vytvoril Kartagensky protokol,
v ktorom sa dohodli pravidla pouzivania genetickych technologii, sposob manipulacie
s GMO a najmé spdsob obchodovania s nimi v ramci ¢lenskych i ne¢lenskych $tatov Do-
hovoru. Tento protokol nadobudol ucinnost’ 11. septembra 2003. Medzi Staty dohovoru

patri okrem desiatok inych $tatov aj Slovenska a Ceska republika.

Kyselina hyaluronova teda este stale zaziva rozmach v priemyselnom svete, pravdepodob-
ne az dovtedy, kym nebudu objasnené vsetky nezodpovedané otazky cielavedomych ved-

Ccov.
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ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

HA
GAGs
NMF
Da
CPC
UDP
UTP
ATP
PMHAS
GIcUA
GIcNAC
hasA
hasB
hasC
hasD
hasE
tuaD
gtaB
gcaD
Pa.s
QPS
GRAS
viv

wiv

kyselina hyaluronova
glykozaminoglykan

latky prirodzeného hydrata¢ného faktoru
dalton

cetylpyridinium chlorid

uridintdifosfat

uridintrifosfat

adenozintrifosfat

HA syntaza pochadzajuca z P. multocida
glukurénova kyselina

N-acetyl gluk6zamin

gén hyaluronan syntaza

gén UDP-gluko6za dehydrogenaza

gén UDP-gluko6za pyrofosforylaza

gén glmU paraldg kédujuci funkciu enzymov acetylstrasferaza a pyrofosforylara

gén fosfoglukoizomeraza

gén kodujuci homolog k hasB
gén kodujuci homolog k hasC
gén kodujuci homolog k hasD
jednotka dynamickej viskozity
qualified presumption of safety
generally recognized as safe
objemova koncentracia

hmotnostna koncentracia
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BSE

TFF

HATFF

DNA

MCA

MFA

GMO

bovinna spongioformna encefalopatia
tangencialna mikrofiltracia

vysoko u¢inna tangencialna mikrofiltracia
deoxyribonukleova kyselina

metabolick4 kontrolna analyza

analyza metabolického toku

geneticky modifikované mikroorganizmy



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

ZOZNAM OBRAZKOV

Obr. 1. Zdkladna Struktira kyseliny hyaluronovej [6]. ....c.cccocvveiieiiieiiieiieeie e 12
Obr. 2. Pouzivané formy HA [20]....c.cccooviiieii ettt 16
Obr. 3. Rozdelenie produkcnych metod [20]. ........ccooooioiiiiiiiiiiiiiiiiiieieese e 19
Obr. 4. Vseobecna stavba streptokokov [18].........ccoovviiiiiiiiiiiiice s 32

Obr. 5. B. subtilis produkujiici HA snimany rastovacim elektronovym mikroskopom

151 RO OO 35



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

49

ZOZNAM TABULIEK

Tab. 1. Koncentracia HA z réznych zdrojov [16]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

50

ZOZNAM PRILOH

Priloha 1. Schéma produkcie HA S. zooepidemicus [2].



'MA PRODUKCIE HAS. ZOOEPIDEMICUS [2].

SCHE.

r

7

PRILOHA |

QUTIQUID ]

Lemyred payooig

JAVN

dav dLV
o b

pLoe A1e.| < V0=V — <y PIOR LDV
roAjdopida
aseuadaipfyap sweans ».L; »HAVN a J»_;ﬂ”_x: "
ssewiorg QYN HAVN . aVN
PIOR DNOE| t—=e_ JRATIAY

HAVN
OH +—=—=_70
2sePIXO HAVN

dan

22

ddan
VSTtH

aseyiuks ruoine Ay

proe aomaninH-4cn
HSvH \VIQ{Z

aseusFaIpAygap asoan0D-Jan N ,avN

ASOMD (1) sy SPET HOYHA,
osvH 4 > 1d

asvplaoydsoydosfd asoonpy-gan N_d.in

aseuaioupAyap aejon A AUIESOINBA 12 ~N (]
PAYSY 1 »dLV ! _.u N-ddnN
asuury meanufy " 1 dd
dav ase) C:;r_z:r_r_.: Ad
= N
awanifjouoydsoy n_..E.;. A .
VN A awydsoyd-| .u:::”?:u:_:_ K1@08-N
4 .7::_:::uu»._u_:_._/:_r_
aseiny
+«————— gedAjSoydsoyd-¢ 3 ¢
ssewoig N _Ji_unia.::_._ £ amwydsoyd-g-aunuesoondjA1pon-N
= dLv E
aseuy ausafjFoydsoyy I s SuURNA120Y
ddVv
aydsoyd-g-asooniy —paeydsoyd-g-aunursoon|ny
apnoajonN B S8EIJSURIIOPRU Y
A ASTUALOSIOOT
apLRy2oesAjod «——aeydsoyd-g-asoonjn
asonuoonjsoydso
Jav [soydsoyd
asepurjoang)
S—dLV
250000
A A

P e e e e D R

pLow ouruny

asoonjn)

A0

> opeydsoyd-[-3S00N[0) wemmdp aprwyd3esijod [EAL




