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Abstrakt

Diplomova prace se zamétuje na vliv kultivacnich parametrt na syntézu kyseliny hyaluronové
pii jeji biotechnologické produkci. Sledovanymi kultiva¢nimi parametry byly teplota kultivace,
vzdusnéni, michani, zdroj uhliku a ptidavek fosfatidylcholinu. Sledovaly se zmény molekulové

hmotnosti a vytézku kyseliny hyaluronové, riistu biomasy a viskozity média po fermentaci.

Ze ziskanych dat bylo zjisténo, Ze specifickd rastova rychlost kultury vyznamné ovliviiuje
finalni vlastnosti  kyseliny hyaluronové. Pii suboptimalnich teplotaich vznikal
vysokomolekuldrni polymer se srovnatelnymi vytézky jako u kontrolni kultivace. Vysoké

teploty (40 °C) zpusobovaly pokles molekulové hmotnosti.

Dalsimi sledovanymi kultivacnimi parametry byly intenzita michani a vzdusnéni. Nejvyssich
molekulovych hmotnosti bylo dosazeno pii nejvyssich otackach a za intenzivnéjsiho vzdusnéni,
tedy s parametry 1 vvm/800 rpm a 2 vvm/800 rpm. Vé&tsi vliv na molekulovou hmotnost mélo
hodnot molekulové hmotnosti i vytézku. Ptidavek fosfatidylcholinu o koncentraci 160 mg/l mél
pozitivni efekt na kultivaci, kdy se navysila molekulovd hmotnost a doslo k vétsi tvorbé

biomasy.

Abstract

This master thesis focuses on the effect of cultivation parameters on hyaluronic acid synthesis
during its biotechnological production. The cultivation parameters were temperature of the
cultivation, aeration, agitation, carbon source and addition of phosphatidylcholine. Changes in
molecular weight and yield of hyaluronic acid, growth of biomass and medium viscosity were

observed.

From the obtained data we learned, that the specific growth rate greatly impacts final
characteristics of hyaluronic acid. Under suboptimal temperatures a high molecular weight
polymer was synthesised along with comparable yields from the control cultivation. High

temperatures (40 °C) caused a dip in molecular weight.

The next cultivation parameters were aeration and agitation. The highest molecular weights
were obtained in cultivations with high agitation rates and intensive aeration, specifically
1 vwm/800 rpm and 2 vvm/800 rpm. Agitation had a bigger influence on molecular weight than

aeration. When the carbon source was changed from sucrose to glucose, the lowest molecular



weight and yield were obtained. Addition of phosphatidylcholine with concentration 160 mg/I
had a positive effect on the cultivation, where the molecular weight grew and biomass growth
was higher.

Klicova slova
Kyselina hyaluronové, molekulové hmotnost, Streptococcus zooepidemicus
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1. Uvod

V roce 1934 byl popsan novy polysacharid Karl Meyerem a Johnem Palmerem. Tento
polysacharid byl izolovéan z hovéziho sklivce. Pojmenovali jej ,,hyaluoronova kyselina* podle

hyaloid (sklovity) a uronové kyseliny.!

Polymery kyseliny hyaluronové maji obrovsky rozsah vyuziti a ¢asto opa¢nych biologickych
funkci zavislych na velikosti fetézce. Vysokomolekularni HA je anti-angiogenni,
imunosupresivni a pouziva se V biomedicinskych aplikacich. HA se stiedni molekulovou
hmotnosti je prozanétliva, imunostimulativni a vysoce angiogenni. Mensi molekulové
hmotnosti jsou anti-apoptotické a funguji jako endogenni signaly nebezpeéi.?

zamétuji na zpusoby vyroby, které by jim umoznili upravit parametry tak, aby bylo mozné
vyrobit kyselinu hyaluronovou s pozadovanou molekularni hmotnosti. Takto pfipravena HA by

pak mohla byt vyuzita pro specifické aplikace.

Tato prace se zaméfuje na vliv kultiva¢nich parametrti na produkci kyseliny hyaluronové a
jejich efekty na molekulovou hmotnost a vytézky. Mezi tyto parametry patii specificka ristova

rychlost, vzdusnéni, michani, zdroj uhliku a ptidavek fosfatidylcholinu.



2. Teoreticka Cast

2.1 Kyselina hyaluronova (vyskyt, vlastnosti)

Kyselina hyaluronova (HA — hyaluronic acid) je polysacharid patfici do skupiny
glykosaminglykanii. Do této skupiny patii také chondroitin sulfat, keratan sulfat a heparin
sulfat. Kyselina hyaluronova jako jedina neobsahuje sulfatovou skupinu a nevaze se kovalentné
na proteoglykanovy komplex. Sklada se z glukuronové kyseliny a N-acetylglukosaminu, které
jsou spojeny B(1-3) glykosidovou vazbou a jejiz disacharidy jsou spojeny B(1-4) glykosidovou
vazbou (Obr. 1).2
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Obr. 1: Struktura kyseliny hyaluronové®

V Zivych organismech se HA produkuje enzymy, které se oznacuji jako hyaluronan synthasy.
Tyto enzymy vytvaii dlouhé a linedrni polymery postupnym piipojovanim aktivovanych

nukleotidovych cukrit UDP-glukuronové kyseliny a UDP-N-acetylglukosaminu.

HA se vyskytuje u vSech obratlovcl. Vysoké koncentrace se nachazi predev§im

v kloubni synovialni tekuting, v kiizi, oénim sklivci a pupeéni $iitife.*



Molekulova hmotnost HA, kterd je klicova pro urCeni jeji vyuzitelnost, se v zivych organismech
lis$i na zdklad¢ druhu tkan€. V pupecni Siiife dosahuje molekulové hmotnosti v rozpéti
3—4 milion Da, naopak v synovialni tekutiné ma az 6 milionu Da. Hovézi sklivec naopak
obsahuje HA o velikosti niz§i nez 1 milion Da.’> Molekulova hmotnost HA produkovana
bakteriemi se pohybuje v rozmezi 10*-10" Da, mtize tedy dosahnout hodnot jako ta, ktera se
vyskytuje v lidském téle. HA vykazuje jistou miru polydisperzity, avSak ur¢eni polydisperzity
molekulové hmotnosti zavisi na pouzité metodé€ extrakce, proto nejsou vysledky jednotlivych

metod srovnatelné.?

U sekundarni struktury HA se projevuji hydrofobni vlastnosti, které jsou tvofeny axialnimi
vodikovymi atomy osmi -CH skupin na opac¢nych stranach molekuly, které podporuji
molekularni agregaci do terciarni struktury f skladaného listu. (Obr. 2). Pfesto je HA vysoce
hydrofilni latka, kterd pfi navazani vysokého mnozstvi vody vytvoii gelovou substanci
s vysokou viskoelasticitou. Terciarni struktura je stabilizovana intermolekularnimi vodikovymi
vazbami. VSechny tyto vlastnosti umoziuji agregaci velkého mnozstvi molekul a formaci

molekularnich siti.®
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Obr. 2: A) Primdrni struktura, B) Sekunddrni struktura, C) Tercidrni struktura kyseliny
hyaluronové’

Retézce HA jsou propletené, coz ma za vysledek vysokou viskozitu jejiho roztoku.
Viskoelasticita HA je silné zavisla na pH vodného roztoku a je ovlivnéna iontovou silou
prostiedi. Zména pH ovlivni ionizaci fetézci HA a zméni se intermolekuldrni interakce mezi
jednotlivymi molekulami HA, coz vede ke zméné reologickych vlastnosti roztoku.® Diky svym
fyzikdlné chemickym vlastnostem miize HA regulovat rovnovéhu vstfebavani vody, muize

fungovat jako lubrikant a stabilizator struktur.®®

V pocatcich vyroby se HA ziskdvala z zivocisSnych tkani, avSak kvuli riziku bakteridlni
kontaminace, omezenych zdroju a vysoké ceny vyroby probiha v posledni dob& produkce HA
prevazné fermentacni cestou s vyuzitim vybranych bakterii. Mezi né patii streptokoky ze
skupiny A a C (Streptococcus pyogenes, Streptococcus equi aj.) nebo Pasteurella multocida.
Jelikoz je HA produkovana bakteriemi identicka s zivo¢isnou HA, pfi jeji aplikaci u ¢lovéka
nedochazi k imunitni reakci v téle.® Samotna FDA (Food and Drug Administration) vytvotila
oficidlni prohléseni, Ze nezivocisné, syntetické nebo rostlinné zdroje jsou preferovanéjsi pro

terapeutika. | z téchto diivodd se piesunuje zplisob vyroby z Zivo¢iiné na bakterialni.*

11



2.2 Streptococcus equi subsp. zooepidemicus
Streptococcus equi  subsp. zooepidemicus (S. zooepidemicus) je beta-hemolyticka

streptokokova bakterie skupiny C dle klasifikace Lancefieldové.

Obr. 3: Elektronovy mikrograf S. zooepidemicus®

Je to komenzalni organismus vyskytujici se pfevazné u koni jako patogen v hornich dychacich
cestach. Infekce se projevuje vznikem abscesti, neonatalni septikémii a celkovym narusenim
rozmnozovaciho systému. Také se projevuje zadvaznymi dychacimi obtizemi vedoucimi az
k vykaslavani krve. Tato bakterie je patogenni u n€kolika dalSich druhti zvifat, mezi néz patfi

psi, prasata nebo i opice. Objevily se také piipady pienosu na ¢lovéka, kdy nakazené osoby

vvvvv

mnozstvi nakazenych jedincti je minimalni.1*?
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S. zooepidemicus pii nakaze vyuziva své moznosti produkovat kyselinu hyaluronovou, ktera
vytvoii kolem buné¢k protektivni bariéru. Bakterie jsou chranény pied pisobenim protilatek a
fagocyti, jelikoz produkovand kyselina hyaluronova strukturné odpovida té, kterd je bézné
pritomna u zivocicht, tudiz se neprojevi zadna imunitni reakce. Tato bariéra vyznamné zvysSuje
patogenitu S. zooepidemicus. Piestoze je produkce HA velkou vyhodou pro tuto bakterii, jednou
z nevyhod je potfeba UDP-N-acetylglukosaminu pro syntézu HA, coz odebird potiebny
prekurzor také pro stavbu bunécné stény. Proto je produkce HA velkou metabolickou zatézi pro

S. zooepidemicus, jelikoz by uhlikové zdroje mohly byt vyuZity pro rist bundk.®

2.2.1 Vyzivové naroky

Streptokokové bakterie jsou vyzivove narocné se specifickymi pozadavky na rastové médium.
Z pohledu vyzivy to jsou chemoorganotrofni a fakultativné anaerobni bakterie. Z divodu
nepiitomnosti cyklu trikarboxylovych kyselin a prekurzort pro syntézu vétSiny aminokyselin a
nukleotidd, vyzaduje S. zooepidemicus komplexni médium obsahujici vitaminy, puriny a

aminokyseliny.!4

Pro spravny rust S. zooepidemicus je nezbytna pfitomnost 11 esencialnich aminokyselin v
médiu. V piipad¢ jejich nedostatku dochazi ke snizeni intenzity rustu bunék az o 60 %. Kromé
nepiitomnosti tryptofanu se vytézek biomasy u ostatnich aminokyselin snizuje dokonce az pod
50 %. U 9 neesencialnich aminokyselin (v¢etné ornithinu) dojde k 15 % snizeni tvorby

biomasy.!®

Jako zdroj uhliku je S. zooepidemicus schopen ke svému ristu vyuzit rizné sacharidy, jak
jednoduché, tak i komplexni. Nejcastéjsim zdrojem uhliku pii kultivaci je glukosa. Jednoduché
zdroje uhliku mohou byt i fruktéoza, maltéza, laktéza, sacharéza nebo maltodextrin.'
Komplexni zdroje mohou byt vedlejsi produkty ze zemé&délstvi, napf. melasa, ktera také
obsahuje vitaminy a mineraly!’, nebo §tdva z kesu jablek.!’® Vyuziti téchto zdroji je
podporovano z hlediska velké dostupnosti téchto surovin, které jsou generovany z velkovyrob,
a také z hlediska ekonomického. Glukosa je dale zpracovana v Embden-Meyerhofové draze
(EMP), ktera je centralni metabolickou drahou pro S. zooepidemicus a je zdrojem energie pro

tvorbu biomasy. Z prekurzort EMP se také syntetizuje kyselina mlééna nebo kyselina octova.'*
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S. zooepidemicus je schopen pii nedostatku zdroji uhliku ziskavat energii také ze zdroje dusiku,
tento stav vSak nepodporuje produkci HA a pii kontinualni kultivaci dochazi k prevaze generace
bakterii, které jiz nemaji schopnost syntetizovat HA.'® Pii kultivaci je potfebné mit vyvazeny
pomér uhliku a dusiku pro efektivni produkci kyseliny hyaluronové. Mezi bézné zdroje dusiku
pro kultivaci S. zooepidemicus patii napt. sdjovy pepton, kvasni¢ny autolyzat, kaseinovy
hydrolyzat nebo masovy extrakt.!? | v piipadé zdroje dusiku jsou snahy vyuzit vedlejsi
produkty ze zemé&d&lstvi, mezi které patii rybi peptony?!, kukuti¢ny vyluh!’*® nebo syrovatka.??
Pti vyuziti téchto vedlejSich produkta se dosahlo srovnatelnych vysledka syntézy HA jako pfi

pouziti konvencnich zdroji dusiku.

2.3 Metabolismus kyseliny hyaluronové

Primarnim zamérem metabolismu S. zooepidemicus je vyuziti glukosy pro tvorbu bunéénych
membran (Obr. 4). Pouze za energeticky vyhodnéjsich podminek se piesune zdroj uhliku
smérem k produkci HA. Syntéza HA za béZnych podminek je provedena z 5-10 %
metabolizovaného uhliku. Aktivované nukleotidové cukerné jednotky jsou derivaty
glukosy-6-fosfat a fruktosy-6-fosfat. Pievod téchto dvou sloucenin v glukuronovou kyselinu a
N-Acetylglukosamin generuje 2 moly redukovanych ekvivalentt. HA je produkovana
z aktivovanych cukernych prekurzort UDP-glukuronové kyseliny a
UDP-N-Acetylglukosaminu. Ty se navazuji na redukujici konec fetézce a zbavuji se UDP

zbytku.?

n UDP-GIcUA + n UDP-GIcNAc — 2n UDP + [GIcUA + GlcNAc],,*°

14
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Obr. 4: Metabolismus kyseliny hyaluronové v Streptococcus zooepidemicus®

Mnozstvi vytvoreného ATP miize byt zvySeno pii omezeni zdroji uhliku. Vedlej$im ucinkem

viak mtize byt niz§i molekulova hmotnost HA. %

Produkce HA by nebyla mozna bez glykosyltransferasového enzymu hyaluronan synthasa.
Hyaluronan synthasa je multifunkéni membranovy enzym, ktery sestavuje polymer z UDP
cukernych prekurzorti uvniti plasmatické membrany a propousti jej ven. S. zooepidemicus
obsahuje has operon s 5 geny, coz je vice nez S. uberis nebo S. pyogenes, které obsahuji pouze
1 nebo 2 geny. Z toho divodu je schopen S. zooepidemicus vyuzit vy$§i mnozstvi
metabolizovaného uhliku pro syntézu HA oproti jinym bakteriim.?* Has operon obsahuje HA
synthasu, UDP-glukosa dehydrogenasu, UDP-glukosa pyrofosforylasu a paralog kodujici
dualng funkéni enzym acetyltransferasy.?’ Pii vypusténi kyseliny hyaluronové mimo
plasmatickou membranu se miiZe navazat na membranové receptory na povrchu buiky, tudiz

vytvofi ochrannou vrstvu kolem buiiky nebo je interkalovana v proteoglykanovém komplexu.®

Znalost metabolismu S. zooepidemicus je kli¢ova pro vyrobu kyseliny hyaluronové, jelikoz se
mohou nastavit kultivacni podminky na zakladé rovnovazné distribuce glukosy mezi produkci

HA a vystavbou bunéénych membran. %
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2.4 Zpusoby kultivace kyseliny hyaluronové

V industrialnim méfitku se diive kyselina hyaluronova extrahovala ptevazné z zivocisnych
produkti. Tento postup se vSak setkava s uréitymi prekazkami. Pii extrakci dochazi k degradaci
kyseliny hyaluronové endogenni hyaluronidasou, kterd se vyskytuje v zivocisnych tkanich
a polymer se rozklada enzymatickou hydrolyzou. Navic tento postup nezarucuje vysoké
vytézky.? Primysl se za¢ina soustfed’ovat na kvalitu oproti kvantité produkce a na dva kli¢ové
kvalitativni parametry — molekuldrni hmotnost a &istotu.® Vytézky jsou taktéz diilezité, pricemz

pii bakterialni fermentaci mohou dosahovat hodnot 6-7 g/l.2

Kultivace S. zooepidemicus probiha pievazné pti vsadkové kultivaci. Tato metoda ma vsak své
nevyhody, napt. pred¢asné ukonceni produkce kyseliny hyaluronové z davodu tvorby vysokych
koncentraci inhibitorit vyskytujicich se v médiu nebo vyc€erpani zdrojii pro vyzivu bunék

S. zooepidemicus.

Fed-batch kultivace probihaji bud’ kontinualnim nebo sekvenénim piidavkem substratu bez
odbéru fermenta¢niho média. Tento zpisob kultivace je vyhodny v ptipadé potieby zmény
koncentrace ziviny, aby byl ovlivnén finalni produkt nebo rist biomasy. Pii srovnani nékolika
druhti fed-batch kultivace (FBC), exponencialni FBC nejvice podporuje rust bunék, ale naopak
ma velmi nizkou produkci HA. Pii experimentu (Obr. 5), kdy se zkombinovala exponencidlni

FBC a poté vsadkova kultivace, se dosahlo navyseni produkce HA o 36-37 %.%’

Liu et al. navazali na toto zjisténi a provedli znovu dvoufazovou kultivaci sestavajici z vsadkové
a fed-batch kultivace. Pfi prvni fazi, tedy pii vsadkové kultivaci, dosahla koncentrace bun¢k
hodnoty 13,5 g/l. Poté navazala druha faze, tedy fed-batch kultivace, kdy produkce HA byla
zvysena na 6,6 g/l oproti kontrolnimu vzorku, kde byla koncentrace HA 5,0 g/l. Zaroven se
zvysila i vytéznost HA na gram sacharozy o 23 %.28 Pro tento dvoustupiiovy kultivaéni postup

existuje velmi dobré vyuziti v primyslu do budoucnosti.
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Obr. 5: Prithéh dvou krokové exponencialni fed-batch kultivace a vsadkové kultivace

S. zooepidemicus?’

Kultivace HA kontinualni fermentaci je jednou z moznosti, jak udrzet bakterie v exponencialni
fazi a predejit stacionarni fazi, pii které se tvoii HA. Nakultivuje se tedy obrovské mnozstvi
bakterii pro naslednou produkci HA. Dal$i vyhoda muze byt dosazeni niZsi specifické rustové
rychlosti, coZz mize mit za vysledek HA o vy$§i molekulové hmotnosti. Po provedeni
opakované vsadkové kultivace je mozné udrZet koncentraci bakterii pouze na dva cykly, poté
se postupné mnoZzstvi bunék snizuje. Podobné se vytvari HA, pfi tfetim cyklu vSak ostfe klesa
produkce a pti Sestém cyklu produkce HA piestane kompletné. Vysvétleni ukonceni tvorby HA
je to, ze se rozsitila v médiu zmutovana bakterie, ktera polymer neprodukovala a vytésnila
puvodni HA produkujici bakterii. Zajimavé je, ze tato zmutovana bakterie se objevila uz pfi
3. cyklu fermentace.?® Kontinualni vsadkové fermentace by byla proveditelna pouze v piipadé

omezenych po¢tt cyklt nebo v piipadé kontroly mutaci S. zooepidemicus.
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2.5 Vliv fermentacnich parametri na molekulovou hmotnost kyseliny hyaluronové

2.5.1 Vliv pH

Pro buriky S. zooepidemicus je idealni pH 7. Z divodu produkce organickych kyselin, ptevazné
kyseliny mlééné, dochazi pti kultivacich S. zooepidemicus k postupnému snizovani pH. Proto
se musi pfi kultivacich udrzovat konstantni pH nej¢astéji pomoci roztoku hydroxidu sodného.
Efekt pH v rozmezi 6,3 — 8,0 na polydisperzitu a molekulovou hmotnost HA je prakticky

nulovy. Pii hodnot& 5,5 uz se projevi inhibiéni efekt nizkého pH na rist bunék a produkci HA.3°

Naopak bylo zjisténo, ze vystaveni S. zooepidemicus kratkodobému alkalickému stresu
podporuje vysokou molekulovou hmotnost. Z po¢atku kultivace se ponecha pH na hodnoté 7,0
pro podporu rastu bun€k, poté se béhem exponencialni faze riistu na urcité ¢asové useky meéni
pH na 8,0 a poté se opét snizi na pH 7,0 az do konce fermentace. Tim se snizi produkce kyseliny
mlécné, kterd inhibuje produkci HA a vétSina glukosy je pfevedena na produkci HA misto na
rast bunék. Zvyseni produkce HA je zpusobené tim, Ze se S. zooepidemicus chrani vétsi vrstvou

HA kolem bunék pred piisobenim vysokého pH.%!

2.5.2 Vliv kysliku

Syntéza kyseliny hyaluronové za anaerobnich podminek je velmi nizka, proto je pii kultivaci
S. zooepidemicus potiebny piistup kysliku. Za pomoci promichavani se zvysSuje piestup kysliku
do média, coZ krom¢ intenzity vzdusnéni dale zvySuje dostupnost kysliku bakteriim. Mnoho

studii se zamétuje na vliv kysliku na produkci HA, ptesto jsou vysledky casto protichlidné.

Huang et al. potvrdili, Ze aerobni podminky podporuji vyssi vytézky HA oproti anaerobnim
podminkdm. Pfi kultivacich za udrZzovani konstantnich hodnot rozpusténého kysliku zjistili, ze
vytézky stoupaly se stoupajici hodnotou kysliku, pficemz vytézky dosahly svého maxima pfi
piekroceni 5 % rozpusténého kysliku. U experimentu, kdy se pti kultivaci zvySovaly otacky
a zaroven byla hodnota kysliku konstantni, se na vytézcich neprojevily zadné zmény. Naopak
kdyz nebyla udrzovana hodnota rozpusténého kysliku, tak pti 400 rpm dosahla hodnota
rozpusténého kysliku v médiu 40 % a vytéznost byla 0,74 g HA/g buiky. Dle vysledka tedy
konstatovali, Ze je potiebné dosdhnout vice nez 5 % rozpusténého kysliku v médiu, aby
kultivace poskytla vysoké hodnoty vytézki HA. Dilezitym parametrem bylo také

promichévéni.®?

18



Armstrong et al. neobjevili korelaci mezi zvySenymi otackami a vyssi produkci HA.
Pravdépodobné to bude i dané sestavenym experimentem, ktery neudrzoval konstantni otacky
po celou dobu kultivace. Pti zvyseni otacek po 12 hodinach na 1000 rpm, kdy uz byly buiky
S. zooepidemicus ve stacionarni fazi, nezpozorovali zménu v molekulové hmotnosti HA.
Pii zkoumani vlivu aerace byly hodnoty kultivace nastaveny na 0,2 a 1 vvm s otackami
600 rpm. Zde jiz zpozorovali vliv na molekulovou hmotnost, kdy oproti HA syntetizované pti
anaerobni kultivaci bylo dosazeno za podminek 1vvm/600 rpm naristu molekulové hmotnosti

0 21 % na hodnotu 2,65 MDa.*°

Zhang et al. zkouseli vliv otacek v rozpéti 150-1000 rpm na molekulovou hmotnost HA pfi
konstantni hodnoté 50 % rozpusténého kysliku. Pii 450 rpm dosahli nejvyssi molekulové
hmotnosti, tedy 2,01 MDa, naopak pii 700 a 1000 rpm jiz molekulova hmotnost vyrazné klesla.
Pokles molekulové hmotnosti pfiznali tvorbé kyslikovych radikala za vysokych otacek, jelikoz
kyslikové radikaly ptisobi degradacné na fetézce HA. Pii vysokych otackach se tvotily volné
kyslikové radikaly az 9-18x vice, nez pii 450 rpm, stejné¢ tak se zvysila produkce NADH
oxidazy, ktera produkuje volné kyslikové radikaly. Tato tvorba vSak ptevazovala pouze béhem

exponencialni faze, pii stacionarni fazi doslo ke snizeni produkce kyslikovych radikali.®

Duan et al. taktéz potvrdili, Ze za anaerobnich podminek se vytvofi velmi malé mnozstvi HA
S nizkou vytéznosti, coz také znazornili na elektronovém mikrografu bunék S. zooepidemicus
(Obr. 6). Na obrazku B je patrna vrstva HA kolem buriky oproti obrazku A, kde neni viditelna
zadna vrstva. Rozpéti 2-80 % rozpusténého kysliku v médiu nemélo zasadni vliv na namétené
hodnoty vytézkt HA. Toto zjisténi si tedy mirné€ odporuje se zjisténim Huang et al., ktefi tvrdi,
7e pro vysoké vytézky HA je potieba dosahnout 5 % rozpusténého kysliku v médiu.3 Je mozné,
ze pozadované mnozstvi kysliku pro tvorbu HA mtiZe byt jeSté nizsi. Pfi navySovani kysliku
v médiu se zvySovala molekularni hmotnost, kdy pii 50 % dosahla maxima a pii 80 % se
hodnota mirné snizila.*® Pfi navyseni otacek, kdy zkouseli nastaveni rozpéti 150-1000 rpm,
doséhli nejvyssi molekulové hmotnosti pfi 450 rpm, podobné jako Zhang et al.>® Otacky naopak
nemély zadny vyznamny vliv na vytéznost kultivace. Prozkoumali také hypotézu, ze vysoké
otacky napomahaji uvoliiovani HA z bunék. Pfi jednotlivych otackach nebyly patrné rozdily
mezi hodnotami volné HA b&éhem exponencialni faze, tudiz vyvodili zavér, ze vyssi otacky

nenapoméhaji uvoliovani HA z bunék S. zooepidemicus.®*
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Obr. 6: Elektronovy mikrograf sekci S. zooepidemicus porizenych béhem exponencialni faze

(7. hodina), A — anaerobni podminky, B — aerobni podminky s 50 % rozpusténého kysliku®*

Liu et al. zkouseli efekt tiistupniového navySovani otacek pii kultivaci S. zooepidemicus.
Pfi tomto postupu byly prvnich 8 hodin nastaveny otacky na 200 rpm, poté na 4 hodiny
400 rpm a na dalsich 8 hodin 600 rpm. Vytézek HA za téchto podminek se zvysil 0 9 %. Dale
se zaméfili na dvoustupiiové udrZzovani hodnoty rozpusténého kysliku, kdy do 8 hodiny
kultivace byla hodnota nastavena na 10 % a poté do konce kultivace 5 %. Piekvapive se snizila

koncentrace bunék o 10 % a zvysil se vytézek HA 0 21 %.%
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Pro navyseni hodnoty rozpusténého kysliku v médiu bez pouziti intenzivnéjSiho michéani se da
vyuzit kyslikovych vektord. Lai et al. vyzkouseli efekt vektord n-dodekan a n-hexadekan.
Za pouziti 1 % (v/v) n-dodekanu se molekulovéd hmotnost HA skoro dvojnasobné zvysila a pfi
pouziti 0,05 % (v/v) n-hexadekanu se molekulovd hmotnost ztrojnasobila. Je to tedy velmi
efektivni zplisob, jak navysSit molekulovou hmotnost HA, musi se vSak piesné nastavit
koncentrace pouzitého vektoru, jelikoz nadbytek muze plsobit inhibiéné na bunky
S. zooepidemicus. Pii velkém nadbytku vektoru mtze také dochazet ke Spatnému rozptyleni
v médiu.® Liu et al. vyuZili perfluorouhlikil pro navyseni pfenosu kysliku do média, pficemz

se zvysila koncentrace bunék z 13,4 g/l na 14,2 g/l a vytéznost HA se zvysila z 5 g/l na 6,6 g/1.%

V ptipad¢ potieby vyroby kyseliny hyaluronové o mensi molekulové hmotnosti je mozné vyuzit
hyaluronidasy, které Stépi dlouhé fetézce HA. Pii zvySujici se viskozité média ke konci
exponencialni faze se znemoziuje pfistup kysliku do média. Pii pfidavku hyaluronidasy v
8. hodin¢ kultivace se HA fetézce nastépily a umoznil se prostup kysliku do média. Tim se

zvysil vytézek z 5 g/l na 6 g/l a molekulova hmotnost se snizila na 21 kDa.*’

2.5.3 Vliv pocatecni koncentrace glukosy

Pro produkci HA a rlist bunék je vyuzito 5-10 % zdroje uhliku. Ptiblizné€ 80-85 % zdrojt uhliku
je vyuzito pro produkeci kyseliny mlééné a kyseliny octové, 0 zbyvajici zdroje dale musi soutézit
rast bunék a produkce HA, pfi¢emz kyselina mlééna pravdépodobné inhibuje produkci HA.%®

Proto je dileZzité nastavit vhodnou pocatecni koncentraci glukosy v médiu.

Armstrong et al. zkoumali rozpéti koncentraci 20-60 g/l. Pii 40 g/l se dosahlo nejvyssi
molekulové hmotnosti, pii zvySeni koncentrace na 60 g/l se hodnoty nijak nepozménily. AvSak
objevili, ze pfi vyssich koncentracich nebyla konverze glukosy na HA dostate¢né ucinna jako

pfi nizsich koncentracich.%

Pires et al. potvrdili, Ze nejucinnéjsi konverze glukosy na HA byla pti koncentraci glukosy
25 g/l1. Pii ostatnich koncentracich (rozpéti bylo 0-45 g/1) byla glukosa ptednostné vyuZzita pro
tvorbu bunéénych membran. Molekulovda hmotnost HA postupné stoupala az do koncentrace
glukosy 25 g/1, poté zacala mirn¢ klesat. Tyto vysledky tedy pfili§ neodpovidaji vysledkim

Armstrong et al.®
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Naopak vysledky Armstrong et al. podporuje studie Jagannath et al., kde pii koncentraci 60 g/l
dosahli 29 % zlepseni vytézku HA a 8 % navyseni molekulové hmotnosti. Pfi analyze distribuce
glukosy v metabolismu objevili, Ze se zvysila tvorba HA a ATP a doslo ke sniZeni produkce

kyseliny mlééné a biomasy.*°

2.5.4 Vliv teploty
Teplota je dulezitym parametrem u vSech kultivaci, jelikoz udrzovani konstantni teploty je pro
mikroorganismy velmi energeticky naro¢né. Jak jiz bylo feCeno, idealni teplotou pro

S. zooepidemicus je 37 °C.

Armstrong et al. zjistili, Ze suboptimalni teploty (35-32 °C) podporuji syntézu
vysokomolekularni HA, kdy pfti 32 °C bylo dosazeno molekularni hmotnosti 2,4 MDa. Naopak

pii teplotach 40 °C a vy$e molekulova hmotnost razantné klesa, stejné tak jako vytézky HA.%

Podobnych vysledki dosahli i Jagannath et al., kdy pfi 27 °C byla syntetizovana HA
o molekulové hmotnosti 3,0 MDa. Od 37 °C k 27 °C postupn¢ molekulova hmotnost rostla.
Naopak pti 35 °C se dosahlo nevyssich vytézktu HA. U ostatnich teplot byly vytézky HA velmi

podobné.*°

2.6 Latky ovliviiujici molekulovou hmotnost kyseliny hyaluronové
Pocet kultiva¢nich parametrli je omezeny, i v pfipad¢€ idealn€ nastavenych podminek se mohou

objevit nedostatky pti kultivaci.

PrestoZze intenzita michani podporuje syntézu vysokomolekuldrni HA, dochdzi k tvorbé
volnych kyslikovych radikali, které fetézce HA degraduji. Zhang et al. vyuzili antioxida¢nich
vlastnosti kyseliny salicylové pfi kultivaci s otackami 1000 rpm. Koncentrace 0,1 g/l kyseliny
salicylové markantné zvySila molekulovou hmotnost HA z 1,59 MDa na 2,12 MDa, tedy
0 25 %. Bohuzel doslo k poklesu vytézku HA. Uz pti pridavku kyseliny salicylové
v koncentraci 0,3 g/l se vytézek snizil o 35 %, pti¢emz molekulova hmotnost byla podobna jako
pii koncentraci 0,1 g/1.%® Shah et al. nepozorovali pfi jejich experimentu navyseni molekulové
hmotnosti s piidavkem kyseliny salicylové, naopak s piidavkem kyseliny tfislové se zvysila

molekulova hmotnost z 2,4 MDa na 2,9 MDa.?
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Jelikoz existuje mezi syntézou HA a syntézou bunécné stény velka kompetice, miize se vyuzit
latek, které inhibuji glykolyzu, ¢imz dojde ke snizeni spotieby prekurzord pro tvorbu biomasy
nebo kyseliny mlééné. Jodoacetat byl pouzit ve studii Shah et al. pfi velmi nizkych
koncentracich, jelikoz inhibi¢ni efekt této latky se projevuje jiz pti 25 uM. Vyrazn¢ se snizila
produkce kyseliny mlééné a pfi stoupajicich koncentracich jodoacetatu se zvySovala i
molekulova hmotnost HA. Pti koncentraci 25 uM se dosahlo molekulové hmotnosti 3,2 MDa,
vytézek HA vsak zlstal nezménény. Tryptofan mirné inhibuje pyruvatkinasu, proto se
vyzkousSel efekt na syntézu HA. Podobn¢ jako u jodoacetatu se nezménil vytézek HA, ale pii
ptidavku 5 g/l tryptofanu se zvysila molekulovd hmotnost HA o 25 %. Jako posledni inhibitor
glykolytickych enzymi se pouzil pyruvat o koncentraci 10 g/l, ktery také zvysil molekulovou
hmotnost HA pii dosazeném vytézku 2,5 g/l na 3,1 MDa. Glutamin, ktery je soucasti tvorby
N-acetylglukosaminu, zvysil vytézek HA, nemél vSak zadny efekt na molekulovou hmotnost.
Pti ptidavku glutaminu vznikalo méné kyseliny mlécné, coz indikuje redistribuci glukosy vice

K tvorbé& biomasy.?®

Ukazuje se, ze pridavky prekurzori k médiu mohou uz z pocatku kultivace podpofit syntézu
vysokomolekularni HA. Chen et al. prokazali, Zze pii nadmérné expresi genu regulujiciho
produkci UDP-N-acetylglukosaminu se vyznamné zvysila molekulova hmotnost syntetizované
HA, pti¢emz aby se dosahlo vysoké molekulové hmotnosti, bylo zapotiebi mit optimalni pomér
UDP-N-acetylglukosaminu a UDP-glukuronové kyseliny.?> Chen et al. navéazali na tyto
vysledky a do média piidavali latky, které mohly ovlivnit produkci prekurzorti pro tvorbu HA.
Pti ptidavku glukosaminu se zvysil obsah UDP-glukuronové kyseliny, coz mélo ale za vysledek
pokles molekulové hmotnosti HA. Pficinou byl, jak jiz sami pfedtim zminili v pfedchozi studii,
nevhodny pomér UDP cukernych prekurzort a velky nadbytek jednoho z nich. Tuto dysbalanci
se pokusili napravit suplementaci uhlikovych zdroji, které vedou ke tvorbé obou UDP
cukernych prekurzord. Do média pridali glukosu a N-acetylglukosamin, coz mélo za nasledek
vyrovnani pomérit UDP cukernych prekurzorii na 1:1, ale 1 tak se neprojevily Zddné zmény na
finalni HA.*! Badle et al. se zaméfili na tvrzeni, Ze je potiebny idealni pomér UDP cukernych
prekurzord a experimentalné jej potvrdili. Pfi jejich experimentu se se zvySujicim se mnozstvim
UDP cukernych prekurzori zvySovala 1 molekulovd hmotnost HA. Také potvrdili, Ze pfi
dysbalanci poméru, a tedy velké pfevaze jednoho z prekurzor by naopak doslo k syntéze HA

s nizkym vytézkem i molekulovou hmotnosti.*?
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Jako jedna z dalsich latek, co ma potencial zvysit vytézek i molekulovou hmotnost HA je
fosfatidylcholin. Ve studii Sun et al. prokazali, Ze pii koncentraci 80 mg/l se zvysil vytézek o
17,4 % a molekulova hmotnost se zvysila o 67,1 %. V metabolismu S. zooepidemicus doslo
k piesunu glukosy smérem k syntéze UDP cukernych prekurzorti a snizila se produkce

prekurzorti pro glykolyzu a tvorbu biomasy.*?

Co se ty¢e jednoduché suplementace Zivné pady mineraly, na molekulovou hmotnost HA maji
vliv pfevazné kationty sodiku, které mohou zvysit molekulovou hmotnost az o 20 %. Naopak
jiné kationty maji opaény efekt, u hoi¢iku dochazi k inhibici produkce HA, u dal$ich kationtt
nejsou pozorované vyznamné zmeény. Prestoze mineralni suplementace nijak pozorovatelné

neovlivni produkci HA, miize mit pozitivni efekt na rist biomasy.*

V ptipad¢ potieby produkce nizkomolekuldrni HA, je moznost vyuzit peroxidu nebo kyseliny
askorbové. Tyto latky vyzkouseli Liu et al., kdy koncentrace 1,0 mmol/g HA peroxidu podobné
jako 0,5 mmol/g HA kyseliny askorbové zredukovalo délku fetézce HA z 1,3 MDa na 20 kDa.
Kdyz se koncentrace obou latek zvysila, neprojevily se vyznamné zmény. Diky snizeni
molekulové hmotnosti se i snizila viskozita média, ¢imz se umoznil vétsi prostup kysliku do

média. Vytézek HA se tim zvysila z 5,0 g/l na 6,5 g/1.*

2.7 Vyuziti kyseliny hyaluronové
Leékatské vyuziti HA v dne$ni dobé prevazné vyZzaduje vysokou molekulovou hmotnost. AvSak

zacinaji se objevovat velmi dulezita vyuziti taktéZ u nizkomolekularni HA.

Roztoky na zdkladé HA jsou pouzivany v oftalmologii pro zadkroky na Sedy zakal, intraokularni
implantat ¢ocky, transplantaci rohovky, filtraci zeleného zakalu a operace sitnice. Piipravky
S HA chrani jemnou o¢ni tkan a vytvaii prostor pro manipulaci pfi chirurgickych zakrocich.
Jejich hlavni vyuziti je vSak pti ndhradé ztracené tekutiny ze sklivce. Déle se pouziva HA jako

viskoelasticka ochrana pfi transplantaci rohovky.?
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Pii 1é¢bé osteoartritidy je také potiecbna HA o vysoké molekulové hmotnosti. Je to z toho
divodu, ze HA, ktera se vyskytuje v synovidlni tekutiné kolem kloubti v ¢ase degraduje a neni
schopna rovnomérné rozprostiit tlak na kloub. Vysokomolekularni HA v synovidlni tekuting
poskytuje dostate¢nou lubrikaci kloubu a pohlcuje narazy, ¢imz omezuje opoticbovanost
kloubu a snizuje tfeni pohybujicich se kosti. Ptfi pouziti nizkomolekularni HA by nebyl tc¢inek
dlouhotrvajici a pacienti by museli Castéji chodit na injekéni podani HA, coz by pacienty
odrazovalo od zakroku. Pacienti s artritidovym onemocnénim piesto musi dochazet na aplikaci
HA castéji, jelikoz je HA degradovana reaktivnimi kyslikovymi radikaly, které se vyskytuji u
z4nét.2*® Kloubni vyzivu nevyuzivaji pouze lidé, Gasto i chovatelé potiebuji poskytnout
domécim mazlickiim doplitkové krmivo pro zlepSeni kloubi, Slach nebo pro rekonvalescenci.
Piikladem je piipravek Geloren, ktery se pouziva jako doplikové krmivo pro koné (Obr. 7)

nebo pro psy.*’

Obr. 7: Kloubni vyziva Geloren"” od spolecnosti Contipro®
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HA je pouzivana ¢im dal vice v dermatologii a plastické chirurgii jako vypli vrasek
a propadlych jizev nebo pro augmentaci (Obr. 8). Uspéch HA je zalozen na vétsi efektivite
udrzeni upravy nez doposud pouzivané kolagenové produkty. Na rozdil od nich je HA velmi
elasticka a ma dlouhodobé;jsi efekt.? Navic v piipadé chybné aplikace se miize HA jednoduse
odbourat pomoci aplikace hyaluronidasy bez vedlejsich u¢ink?.*® HA je na druhé strané velmi
strukturné citliva, proto se ¢asto vyuziva metody crosslinking, kdy se propoji HA s jinou latkou,
ktera zvysi stabilitu polymeru. Crosslinking vSak vede k vétsi tuhosti polymeru, coz miize ztizit

aplikaci latky, ale zaroveii by byla zaru¢ena celkova vydrz polymeru.*°

Obr. 8: Zena véku 66 let, kterd byla osetiena 24 mg/ml HA gelovou vyplni v laterdlni a

medidlni tvari pro obnoveni plnosti; nalevo: predtim, napravo: potom*®

HA s kratSimi fetézci se vyuziva u dalSich dileZitych biologickych funkei i1 pfesto, Ze nema
rheologické vlastnosti vysokomolekularni HA. Tato HA ma vliv pfi komplexnich bunécnych
signalnich kaskadach u embryogeneze, imunitnich odpovédi pro opravu tkani nebo pfii

oplodiiovani.4®

JiZ se objevily studie na vyuziti HA jako nanocastic. Tyto konjugaty s hydrofilni vn&j$i vrstvou

a hydrofobni vnitini vrstvou se mizou pouZivat pro detekci nadorti s vysokou specifitou.

HA podporuje pienos lé¢ivych latek pies kiizi. Tento zplsob aplikace 1é¢iv pfedstavuje mnoho

vyhod, 1é¢ivé latky se vyhnou metabolizaci jatry, pouziti je pro pacienty mnohem snazsi a jsou
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minimalizované nezadouci u¢inky. HA ptendsi 1éc¢ivou latku do epidermis ve dvojnasobném
mnozstvi v porovnani s Kontrolnim vodnym roztokem.® HA by mohla byt také dobrym
prenaSecem léCiv na rakovinu. Nadory se projevuji nadmérnou expresi biomarkert a receptort,
na které¢ se miiZze navazat latka, kterd neni cytotoxicka. Mnoho nadord vytvaii receptory, na
které se mtize navazat HA. Afinita HA K receptorim je ovlivnéna velikosti oligomert, kdy veétsi
oligomery maji vétsi vaznou afinitu k receptoriim. Pfi navazani 1é¢ivé latky na HA s kratkym

fetézcem Se miize zvysit pravdépodobnost prenosu 1é¢iva k nadoru.>!

Hydrogely vytvofené z HA se uz dnes hojné vyuzivaji pro regeneraci akutnich a chronickych

ran a popalenin. HA podporuje proliferaci a organizaci tkané€, zatimco udrzuje hydrataci ktize

4

a vVytvafi bariéru mezi ranou a okolim.>? Roztok HA spolu s jodovym komplexem (Obr. 9) se

také pouziva pro hojeni akutnich i chronickych ran.>

: {

1{-9“""*‘:‘

Hyiodine -.

{3 MEGICAL CEMICE PR CONSRAGE, CLEANING
AND WO AYDRATON

o 7ORMIOANGKE SROSTREDIKNA KRYTI,
ZETIN & <TURAIA] BAN

yiodine

Obr. 9: Hyiodine pro hojeni ran od spolecnosti Contipro>*
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Pro nasledujici experimenty se pouzil hydroxid sodny (Sigma Aldrich), lauryl siran sodny
(SDS, Lach-Ner), enzymaticky kaseinovy  hydrolyzat, kvasni¢ny  autolyzat,
hydrogenfosforecnan disodny (Sigma Aldrich), glutamat sodny (Brenntag CR s.r.0.), sachardza
(Tereos ttd a.s.), heptahydrat siranu hotfecnatého (Lach-Ner), tetrahydrat chloridu manganatého
(Sigma Aldrich), glukosa (Barentz spol. s.r.0.), L Glukéza (GOD-POD) (BioVendor), Chelaton
Il (Lach-Ner), fosfatidylcholin (Sigma Aldrich), isopropylalkohol (Contipro a.s.), kyselina
octova (98%, Lach-Ner), Struktol SB2020 (Schill + Seilacher), invertasa (Sigma Aldrich) a
chlorid sodny (Salinen Austria).

3.2 Experimentalni vybaveni

Pro experimenty se pouzil fermentacni systém MULTIFORS (Infors HT), odstfedivka miniSpin
(Eppendorf), spektrofotometr Helios Epsilon (Thermo Scientific), viskozimetr Viskolead PRO
L s PPR vieteny (Fungilab), hiidelova michacka (IKA), autoklav Fedegari, susici vaha Radwag,
laboratorni vaha Ohaus, magneticka michacka (IKA), pH metr (VTW), dispergacni zafizeni
ultraturax (IKA) a susarna Ecocell 111 (BMT).

3.3 Priprava média

Standardni sloZeni zivné plidy bylo shodné pro ptipravu inokul i produkéni fermentace:

e EKH (enzymaticky kaseinovy hydrolyzat) — 10 g/l
e Kvasni¢ny autolyzat — 2,5 g/l

e NaxHPO4 .12 H:0 -4 gl

e Glutamat sodny, monohydrat — 2 g/l

e Sachardza — 40 g/l

e MgSOs.7H0-0,449l/l

e MnCl>.4H0-0,04 g/l

Ptipravend zivna plda se sterilizovala v Erlenmeyerovych bainkach nebo ve fermentorech v
autoklavu pii 120 °C po dobu 20 minut. Po sterilizaci byla fermenta¢ni nadoba o objemu 1 litr
ptipojena k fidici jednotce. Nastavily se nasledujici parametry: teplota, michani, pH, pratok,

gas mix a pO2. Po ustaleni vSech fermenta¢nich parametri se zkontrolovaly hodnoty a poté se

28



k médiu ptidalo inokulum v mnozstvi 4 % celkového média ve fermentoru. Fermentace pro
specifickou riistovou rychlost probihala 24 hodin, pro ostatni méfené parametry probihala

16 hodin.

3.4 Priprava inokula

Inokulum se pfipravovalo den pied provedenim fermentace. Pipravila se Erlenmeyerova baika
0 objemu 400 ml s médiem, ktera byla piedtim vysterilizovana v autoklavu. Poté se médium
zaockovalo kulturou S. zooepidemicus z ptedtim pfipravené Petriho misky. Naockovana baika

se nechala kultivovat pti 37 °C na tfepacce pfes noc.

3.5 Pridavek fosfatidylcholinu

Banky se 100 ml média se sterilizovaly v autoklavu pti 120 °C po dobu 20 minut. Do banék se
poté sterilné ptidal objem fosfatydilcholinu tak, aby finalni koncentrace ve fermentoru byla
160 mg/1 a 80 mg/l. Fosfatidylcholin se do fermentort pfidaval ve 4. a 6. hodiné fermentace.
Barky se napojily na fermentory a po uplynuti nastavené doby se automaticky nadavkoval

objem bané€k do fermentort.

3.6 Priprava roztoku glukosy

Pro ptidavek glukosy k médiu se pfipravilo 100 ml roztoku glukosy o koncentraci 40 g/l do
lahve typu Duran. Bariky s roztokem glukosy se autoklavovaly po dobu 20 minut pii 120 °C.
Roztok glukosy se ptidal do fermentorti odd€lené, aby se predeSlo nezaddoucim interakcim
s médiem pfi autokldvovani. Po zapojeni fermentort se roztok glukosy steriln¢ nadavkoval do

média. Az poté se jednotlivé fermentory zaockovaly inokulem.

3.7 Méreni optické denzity

Z fermentoru se pro stanovovani rdstové kiivky odebiralo v pravidelnych hodinovych
intervalech 5 ml média pro stanoveni optické denzity. Spektrofotometricky se zmeétila opticka
denzita pii vlnové délce 640 nm. Nejprve se zméfilo médium neziedéné a poté médium
10x zfedéné. Odbéry se provadély do doby, nez hodnoty vykazovaly ukonceni exponencialni

faze riistu bun¢k. Dalsi méteni optické denzity bylo provedeno po ukonceni fermentaci.
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3.8 Méreni viskozity
Po ukonceni fermentace se méfila viskozita média na viskozimetru. Do kadinky se odmétilo
150 ml média. Teplota média v kadince se upravila na 28 °C. Do média se vlozilo po rysku

vieteno a odecetla se vysledna viskozita v mPa.s.

3.9 Stanoveni vytézku HA

Po ukonéeni fermentace se médium z fermentoru pievedlo do kadinky. Ke vzorku se ptidal
zasobni roztok SDS/Chelaton (koncentrace SDS 3 g/l a chelatonu 8 g/l), aby odpovidal
objemové 1 % celkového mnozstvi vzorku. Smés se nechala odstat po dobu 30 minut.
Po uplynulé dobé¢ se navazilo 250 g smési a nafedila se destilovanou vodou do 1 litru. Tato
smés se zfiltrovala pies deskovy filtr do kadinky s 15 g NaCl. V roztoku se stl rozmichala,
upravila se hodnota pH na 5 a pokracovalo se srdzenim kyseliny hyaluronové. Pii michédni o
450 1/min se ke smési piidaval nejprve postupné 86% isopropylalkohol do objemu 2500 ml a
do objemu 3 1 byla srazenina doplnéna 100% isopropylalkoholem. Roztok se nechal odstat do
té doby, nez se kyselina hyaluronovéa usadila na dné kadinky. Smés se po usazeni dekantovala
a pokracovalo se dvojnadsobnym promyvanim 86% isopropylalkoholem, pficemz se srazenina
pti kazdém ptidavku dispergovala a dvakrat promyvala 100% isopropylalkoholem.
Pfi poslednim promyvani se smés dekantovala a kyselina hyaluronova se prevedla do Petriho
misky. Ta se vlozila do susarny s nastavenou teplotou 60 °C a sraZenina se susila pfes noc.
Pristi den se mnoZstvi kyseliny hyaluronové zvazilo a zméfilo se procento suSiny na

rychlosusicich vahach.

3.10 Méfeni cukri

Na konci fermentace se z fermentori odebral vzorek pro méfeni obsahu cukrd.
V eppendorfkach se 3x nafedil vzorek média demineralizovanou vodou a poté se pii 13400 rpm
nechal odstiedit po dobu 20 minut. Nasledné se pielil supernatant do Cisté eppendorfky a vzorek

se dal zamrazit.

Pro analyzu se nechaly vzorky rozmrazit. Do eppendorfek se nejprve napipetovaly 2 ul
invertazy. Poté se ptidalo 100 pul vzorku. Takto pfipravena smés se po zamichani dala inkubovat

do tfepacky pti 37 °C po dobu 90 minut.
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Nasledn¢ se ze vzorku odebralo 10 pl do nové eppendorfky. K tomuto objemu se piidal 1 ml
,,L-Glukosy GOD-POD*. Podobné se ptipravily vzorky pro sestaveni kalibra¢ni kiivky, kdy se
do eppendorfek napipetovaly objemy piredem piipraveného roztoku glukosy. Takto ptfipravené
vzorky se opét vlozily do tfepacky na 10 minut pii 37 °C. Po vyjmuti se méfila absorbance

vzorkl na spektrofotometru pii 500 nm.

3.11 Méfeni molekulové hmotnosti HA

Molekulova hmotnost se stanovovala pomoci chromatografické separace vzorki. Jako kolony
se pouzily PLaquagel — OH mixed nebo PLaquagel — OH mixed s PLaquagel — OH 60 pfii
pratoku 0,8 ml/min v prostfedi NaH2PO4 . H20 za pH 7,5 a s 0,05% azidem sodnym. Detekce
byla provedena pomoci DAWN EOS laserového fotometru zapojeného v sérii s Optilab rEX
refraktometrem. VVzorky HA se rozpustily v mobilni fazi a poté se filtrovaly ptes 0,2 um filtry.
Jako refere¢ni vzorek se pouzila komercni kyselina hyaluronova. Molekulova hmotnost se pro

kazdy vzorek meéftila 3x.

3.12 Vypocet specifické riistové rychlosti

Pro vypocet specifické ristové rychlosti se vyuzilo nasledujiciho vzorce:

B (InX —InX,)
B t—t,

Za hodnoty X a Xo se dosadily namétené optické denzity na konci a zacatku exponencialni faze.

Za hodnoty t a to se dosadily ¢asy (hodiny), pii kterych exponencialni faze skoncila a zacala.

31



4. Vysledky a diskuze

4.1 Vliv specifické ristové rychlosti

Jeden ze zékladnich kultivacnich parametrti pfi biotechnologickych vyrobach je teplota.
Stanovena optimalni teplota S. zooepidemicus je 37 °C, jelikoz se nejcastéji vyskytuje jako
patogenni bakterie zptisobujici onemocnéni koni.!! Zménou nastavené teploty jsme chtéli

docilit rozdilnych rastovych rychlosti kultury.

Pfi nastaveni vhodné specifické riistové rychlosti by mélo byt mozné do urcité miry regulovat
pozadovanou molekulovou hmotnost HA.3%4% Z tohoto diivodu jsme sledovali vliv specifické

rastové rychlosti na kultivaci HA. Pro pokusy jsme zvolili hodnoty teplot v rozmezi 40-28 °C.

Kazdy pokus byl provadén ve 3 opakovanich. Nejrychlejsi nardst nastal u teploty 40 °C
(Graf 1), rustova kiivka se vSak néjak vyznamné neodliSoval od teploty 37 °C. Od teplot 35 °C
a nize dochazi k pomalej$imu rustu S. zooepidemicus. Pii teploté 32 °C dochazelo k oddaleni
zacatku exponencidlni faze o hodinu oproti teplotdm 35 °C a vyse, kdy exponencialni faze
zaCinala po 4 hodinach. Nejpomalejsi a nejpozvolnéjsi rust S. zooepidemicus byl za teploty
28 °C. Pii této teploté byl pozorovan nejvétsi rozptyl naméfenych hodnot ristovych kiivek.

U ostatnich teplot byla opakovatelnost méteni riistovych kiivek odpovidajici.
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Graf 1: Srovndni riistovych krivek S. zooepidemicus pri teplotach 28, 30, 32, 35, 37, 40 °C

Specificka rustova rychlost stoupala s nartstajici teplotou (Tab. 1). Nejvyssich hodnot bylo
dosazeno pti 40 °C, tato hodnota je tedy optimalni pro maximalni rist bunek. Pfi této specifické
rastové rychlosti vSak bylo dosazeno vyrazné niz§i molekulové hmotnosti (Tab. 2). Naopak
idealni hodnota specifické rastové rychlosti je pii 32 °C, kdy se syntetizovala

vysokomolekularni HA.

Tab. 1: Specificka ristova rychlost bunék S.zooepidemicus za riznych teplot

Teplota (°C) Specificka riistova rychlost (h!)
40 0,544 + 0,004
37 0,430+ 0,019
35 0,383+ 0,010
32 0,335 + 0,009
30 0,297 + 0,023
28 0,253 + 0,032
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Vytézky HA pii jednotlivych kultivacich se zna¢né lisily (Graf 2). Jak se predpokladalo, pii
37 °C byly nejvyssi vytézky, srovnatelny vysledek byl i v piipadé teploty 35 °C, kdy
z vyhodnoceni t-testu vidime, ze 2°C rozdil nezpusobil razantni zménu ve vytézku. Snizené
vytézky kolem 3 g/l nastaly u teplot 40 a 32 °C a nizsi vytézKy se ziskaly pii teploté 30 a
28 °C. Ve studii Armstrong et al. dosahli nejvyssich vytézka HA u teplot 32 a 35 °C, naopak
vytézKy Kklesly za teplot nad 40 °C, coz nastalo i v nasem piipadé. U této studie vSak nedosahli
vysokych hodnot vytézki, nase hodnoty byly prakticky dvojnasobné. Nizké vytézky mohou byt
zpusobené tim, Ze jejich médium obsahovalo 20 g/l glukosy, coZ je nizsi oproti koncentraci
40 g/l sachardzy v nasem médiu. Nebyl také prozkouman vliv nizsich teplot pod 32 °C, kdy
dochazi ke snizeni vytézk(.*® Divod snizeni vytézkGit HA za nizkych teplot je asi dano

zpomalenéj$im rustem bunék S. zooepidemicus, ktery tudiz tolik nespotiebovaval substraty a
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Graf 2: Srovnani vytézki kyseliny hyaluronové pri kultivacich za riiznych teplot
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= N
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U molekulové hmotnosti pro jednotlivé teploty se ukazaly vétsi rozdily pouze u dvou teplot.
Pii 40 °C klesla molekulova hmotnost na 1,673 MDa, sniZila se tedy o 14 % (Tab. 1). Tady se
nejspis projevila vyssi zatéz teploty na produkci HA a celkové na buniky S. zooepidemicus. Je
mozné, ze vyssi teploty mohly plsobit na HA degradacng, ptipadné vysoka teplota urychlila
metabolismus S. zooepidemicus natolik, ze nezadrzovala fetézce HA uvnitf bunék a propoustéla
polysacharid dfive skrz membranu a proto se snizila molekulova hmotnost. Naopak

piekvapenim je vyssi molekulova hmotnost HA pii teploté 32 °C, ktera se zvysila 0 12 %.
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Pti ostatnich teplotach se udrzovaly molekulové hmotnosti na stalych hodnotach kolem 2 MDa.

Je tedy statisticky rozdilnd molekulova hmotnost mezi teplotami 32 a 40 °C. Optimalni ristova

rychlost pro vysokomolekularni HA by mohla byt 0,335 h™! a nejvyssi, tudiz nejhorsi riistova

rychlost pro vysokomolekularni HA by byla 0,544 h™.

Podobné¢ vysledky vlivu teploty na molekulovou hmotnost byly prokazany ve studii Armstrong

et al. Nejvyssi molekulové hmotnosti dosahli za teploty 32 °C, vyrazné hodnoty klesly pfi

teplotach vyssich nez 40 °C.*° Stejné tak u studie Jagannath et al. se molekulova hmotnost

vyrazn¢ zvysila u nizsi teploty, v jejich ptipad¢ pti 30 °C a 27 °C. Pii provedeni flux analyzy

zjistili, Zze proudilo vice jak dvojndsobné mnozstvi glukosy smérem k vyrobé HA pii 30 °C

oproti 37 °C. Pfesto i pfi téchto teplotach byl nizsi vytézek HA, u teploty 30 °C byl vytézek
2,15 g/l a u teploty 27 °C hodnota 2,12 g/1.4°

Tab. 2: Molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové za riiznych teplot

Teplota (°C) Molekulova hmotnost HA (MDa) h ot (;tr?cs)':a( lgét%)
40 1,673 + 0,029 5,211
37 1,945+ 0,144 -
35 1,954 + 0,086 0,167
32 2,208 £ 0,086 4,437
30 2,031 +0,114 1,324
28 2,054 + 0,029 0,656

Teplota neméla vyrazny vliv na optickou denzitu média, nejvyssi hodnoty se dosahlo pii 35 °C.

(Tab. 3).

Tab. 3: Opticka denzita a specificka riistova rychlost S. zooepidemicus za riznych teplot

Teplota (°C) oD
40 1,586
37 1,635
35 1,662
32 1,556
30 1,586
28 1,556

Viskozita média jiz pfi zpracovani HA mize napovédet, jestli pii kultivaci byl vysoky vytézek

HA nebo se produkovala HA o vysoké molekulové hmotnosti. Pfi teploté 40 °C byla velmi

nizka viskozita, coz odpovida niz§imu vytézku, a hlavné nizké molekulové hmotnosti HA
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(Tab. 4). Rozmezi teplot 37-32 °C mélo vysokou viskozitu, opét odpovidajici vysoké
molekulové hmotnosti a vysokému vytézku. Za nizsich teplot 30-28 °C byla viskozita nizsi ne
kvili molekulové hmotnosti, ktera byla 2 MDa, naopak pfi kultivaci za téchto teplot byl vytézek
velmi nizky. Mzeme tedy fict, ze molekulova hmotnost a koncentrace HA v médiu ma piimy

vliv na viskozitu.

Tab. 4: Viskozita média za riznych teplot

Teplota (°C) Viskozita (mPa.s)
40 139 £ 28
37 448 +43
35 596 + 61
32 500 £ 27
30 212 +£81
28 170 £ 173

Dale jsme zkoumali vliv specifické rustové rychlosti na vytéznost HA na sachardze na konci
kultivace, tedy po 24 hodinach. Na za¢atku kazdé kultivace byla koncentrace sachardzy v médiu
40 g/l. Nejvyssi spotieba sachardzy nastala za teploty 40 °C (Graf 3). Kone¢na koncentrace
0,05 g/l vypovida o narocnosti vysoké teploty na S. zooepidemicus. Mohlo zde dojit k jiz
zminénému zrychleni metabolismu bunék, tudiz se substraty spotfebovavaly rychleji, nez pti
nizsich teplotach a tedy se béhem kratké doby mohla spotebovat veskera sachar6za v médiu.
Je mozné, Ze se ve vétsi mife také v médiu tvotily organické kyseliny, jelikoZ byla maximalné

spotfebovana sachardza v médiu, ktera nebyla vice pfevedena na HA nebo na biomasu.

U dalSich teplot byla pozorovéana niZsi spotieba sachardzy, pficemz u teplot 30 °C a 28 °C byla
koncentrace sacharozy v médiu cca 3,5 g/l. To by odpovidalo niz§im vytézktim u téchto teplot.
Tudiz se zieymé pln€ nevyuzila sachar6za na vyrobu HA. Ptipadné doslo k piesunu vyuziti
sacharozy smérem K tvorbé organickych kyselin, kdyz bychom pfihlédli i k hodnotam viskozity

kone¢ného média (Tab. 4).
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Graf 3: Srovnani koncentrace sacharozy v médiu po 24 hodindach kultivace za riznych teplot

Z vysledkt produkce HA a spotieby sachar6zy béhem fermentace byla spocitana vytéZnost
kyseliny hyaluronové na 1 gram sacharozy. Tato hodnota byla nejvyssi u teplot 37 °C a 35 °C,
a 28 °C. Jelikoz se hodnoty optické denzity u téchto teplot pouze mirné snizily, neda se
predpokladat, Ze sachardza byla vyuzita na tvorbu bunééné stény. Je mozné, Ze kdyZ pii nizkych

teplotach rostly buiiky pomaleji, vyuZily také sacharézu pro udrZeni funkce metabolismu.
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Graf 4: Srovndni vytéznosti kyseliny hyaluronové na sacharoze za riznych teplot

Dle vysledkti miizeme shrnout, Ze teplota a z ni odvozena specificka rastova rychlost miize mit

vliv na molekulovou hmotnost HA. Za nizsich teplot mizeme dosahnout vyssi molekulové

hmotnosti.

Teploty vyssi nez 37 °C nejsou pro kultivaci S. zooepidemicus a vyrobu HA vyhodné, pouze
mozna se zamérem vyroby HA s niz§i molekulovou hmotnosti, v tomto pfipadé se vSak musi

pocitat s poklesem vytézku HA.

Pfi kultivacich s nastavenou teplotou 30 °C a 28 °C bylo dosaZeno srovnatelnych molekulovych

hmotnosti jako u standardni fermentace s 37 °C, ale doslo k poklesu vytézku HA.

4.2 Vliv michani a vzduSnéni
Mnoho studii na vyrobu HA se soustiedilo na vliv vzdusnéni a michani.®*3 Vliv t&chto dvou

parametrd neni uplné objasnén, ¢asto i z divodu odlisnych vysledkt jednotlivych experimentt.

Vzdusnéni je pro produkci HA kliCovy parametr, naopak na rlst biomasy nemd kyslik
vyznamny vliv. Bez pfistupu kysliku je dosahovano velmi nizké produkce HA na ukor produkce
organickych kyselin.® P¥i biotechnologické vyrobé se zvysuje viskozita média, ¢imZ dochazi
k hor$imu pfestupu kysliku do média. V tomto piipadé napomaha promichavani média.
Intenzita michani nesmi ale pfesahnout uréitou hodnotu, jinak miZe dojit ke sniZeni molekulové
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hmotnosti vyrobené kyseliny hyaluronové a pfiliSnému stresu na bunky S. zooepidemicus.
Zam¢fili jsme se na vzajemné puisobeni michéni a vzdusnéni a jejich vlivu na produkei kyseliny

hyaluronové.

Zmény v michani a vzdu$néni nijak vyznamné neovlivnily vytézky vétSiny kultivaci (Graf 5).
Pouze u vzorku s nejvyssimi hodnotami michani a vzdusnéni, tedy 800 rpm/2 vvm, se vytézek
snizil 0 22 %. Zde se mohl projevit vliv pfedimenzovanych otaéek, ktery vyvolal nadmérny
mechanicky stres na bunky S. zooepidemicus nebo mohlo také dojit k pfiliSnému stresu
zpusobenému vy$§im mnozstvim kysliku. Mirnéjsi pokles vytézkn byl pozorovan také u vzorku
s vysokymi otackami, tedy 800 rpm/1 vvm. Dle vysledki se vSak da usoudit, ze optimalnim

nastavenim otacek pro vysoké vytézky je hodnota 300 rpm.

Pokud hodnota rozpusténého kysliku v médiu ptesahne urcitou koncentraci, ptsobi degradacné
na vytvorenou HA. Kombinace dvou stresovych faktort, tedy pisobeni mechanického stresu a
nadmérného mnozstvi rozpusténého kysliku v médiu, velmi ovliviiuje vytézky HA. U studie
Armstrong et al. a Duan et al. nemélo michani efekt na vytézky HA, ani za vysokych otaéek
1000 rpm. V ptipad¢ experimentu Armstrong et al. byly podminky kultivace nastaveny tak, ze
prvnich 12 hodin byly otac¢ky nastaveny na 300 rpm a poté na 1000 rpm po dobu 6 hodin.
Vysoké otacky byly nastaveny pravdépodobné az béhem staciondrni faze kultivace, zatimco
béhem naseho experimentu byly hodnoty michani udrzovany konstantni po celou dobu
kultivace.®® U studie Duan et al. byla za riiznych hodnot michani udrzovéna stejna troveii
rozpusténého kysliku na 50 %, coz u naseho experimentu byla hodnota vzdusnéni konstantni.3
Huang et al. zjistili, ze vytézky HA stouply pii navySeni otac¢ek z 200 rpm na 400 rpm, jelikoz
se takto zvySila hodnota rozpusténého kysliku v médiu. V tomto experimentu neudrZovali
konstantni mnozstvi rozpusténého kysliku v médiu. Naopak pii udrzovani konstantni hodnoty
rozpusténého kysliku a navySeni otacek z 200 rpm na 400 rpm se vytézky HA nijak

nezménily.3?
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Graf 5: Srovnani vytézkii kyseliny hyaluronové pri kultivacich za riiznych michani/vzdusnéni

Na rozdil od vytézku HA se zvyseni intenzity michani a vzdu$néni vyrazné¢ podepsalo na
molekulové hmotnosti. Kromé nastavenych podminek 1,5 vwvm/300 rpm doslo k vyraznému

nartustu molekulové hmotnosti HA u vSech provedenych experimentd.

Z Tab. 5 je patrny pozvolny nartst molekulové hmotnosti pti zvySovani poctu otacek na
800 rpm. K nartistu molekulové hmotnosti doslo i pfi zvySeni vzdusnéni z 1 vvm na 2 vvm. Pfi
zvySeni vzdusnéni o 0,5 vvm vSak nedoslo k statisticky vyznamnému navysSeni molekulové

hmotnosti.

U vzorku 1 vvim/800 rpm se dosahlo nejvyssi molekulové hmotnosti, kde byl pozorovan nartist
0 22 % oproti kontrolnimu vzorku. Pfi srovnani molekulovych hmotnosti u téchto dvou vzorka
by se ptredpokladalo, ze pfi intenzivnéj$im vzdusnéni se molekulova hmotnost jest¢ navysi,
naopak hodnota klesla. I pfesto vznikla kyselina hyaluronova s 0 19 % vyssi molekulovou

hmotnosti vV porovnani se standardem.

Dle vysledki muzeme usoudit, Ze na molekulovou hmotnost ma vétsi vliv michani nez
vzdusnéni. Ma to pravdépodobné spojitost s rozpusténym kyslikem v médiu, ktery podporuje
produkci vysokomolekularni HA. Cim vice se promichava velmi viskozni roztok, tim

intenzivnéji do n&j miiZze prestupovat kyslik. Samotné vzdusnéni nema tak markantni efekt.
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Ptesto vSak nelze uplné zavrhnout vliv vzduS$néni na molekulovou hmotnost i pfi nizkych
otackach. Pti srovnani vzorkt 1 vvm/300 rpm a 2 vvm/300 rpm doslo k statisticky vyznamnému

narustu molekulové hmotnosti.

Tab. 5: Molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové za riiznych michani/vzdusnéni

N IcCany e Molekulovs hmotnost HA (MDa) hotdtr?;:a(i;rilst%)
1vvm/300 rpm (kontrolni) 1,945 £ 0,144 -
1vvm/500 rpm 2,103 £ 0,035 3,023
1vvm/800 rpm 2,481 £ 0,033 10,246
1,5vvm/300 rpm 2,019 £ 0,049 1,388
2vvm/300 rpm 2,101 £0,103 2,501
2vvm/500 rpm 2,251+0,112 4747
2vvm/800 rpm 2,388 + 0,037 8,416

U studie Armstrong et al. nemé¢lo michani zadny efekt na molekulovou hmotnost. Poté
provadéli experiment s nastavenymi parametry 0,2 vvim/600 rpm a 1 vvm/600 rpm u kultivaci,
kdy doséhli vysokych molekulovych hmotnosti (2,3 a 2,65 MDa). Nelze vSak s témito vysledky

iplné srovnavat, jelikoz maji omezengjsi rozpéti nastavenych parametri.*

Naopak Duan et al. dosahli vysokomolekularni HA s navysujici se tirovni rozpusténého kysliku.
U michani dosli k nejvyssi molekularni hmotnosti pfi nastaveni 450 rpm, hodnoty 700 a

1000 rpm jiz znamenaly pokles molekularni hmotnosti 0 8 a 23 %.3

Tab. 6. Opticka densita S. zooepidemicus po 24 hodindch za rizného michdni/vzdusnéni

Michani/vzdusnéni oD
1 vvm/300 rpm (kontrolni) 1,635
1vvm/500 rpm 1,651
1vvm/800 rpm 1,664
1,5vvm/300 rpm 1,697
2vvm/300 rpm 1,704
2vvm/500 rpm 1,657
2vvm/800 rpm 1,649

Opticka denzita se pfili§ neliSila u jednotlivych vzorki, pouze napiiklad u vzorku
2 vvm/300 rpm byla mirn€ zvysena opticka denzita (Tab. 6). Michani a vzdu$néni nema vliv
na rust S. zooepidemicus, ktery je fakultativné anaerobni organismus. Tyto parametry spiSe

ovliviiji tvorbu kyseliny hyaluronové.
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Tab. 7: Viskozita média za riizného michani/vzdusSnéni

Michani/vzdu$néni Viskozita (mPa.s)
1 vwm/300 rpm 448 +43
1 vwm/500 rpm 344 £ 126
1 vwm/800 rpm 483+ 110
1,5 vwm/300 rpm 416+ 112
2 vvm/300 rpm 550 + 141
2 vwm/500 rpm 446 + 89
2 vvm/800 rpm 264 +43

Viskozita jednotlivych kultivaci opét odpovidda findlnim molekulovym hmotnostem
i vytézkum. U vzorku 2 vvm/800 rpm sice byla vysokomolekulova HA, ale z divodu nizkého
vytézku se snizila také viskozita média (Tab. 7). U téchto vzorkd byla i vyssi variabilita

viskozit, coz je patrné ze smérodatnych odchylek.
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Graf 6: Srovnani koncentrace sacharozy v médiu po 24 hodindach kultivace za riizného

michani/vzdusneni

Konec¢na koncentrace sachardzy v médiu po 24 hodinéch kultivace (Graf 6) byla velmi podobna
pro vSechny parametry. Pii vypoctu vytéznosti kyseliny hyaluronové na gram sacharozy se vsak
projevilo u kultivace 2 vvm/800 rpm sniZeni vytéznosti (Graf 7). Prestoze za téchto podminek
se vytvofila HA s vysokou molekulovou hmotnosti, dosahlo se nizké vytéznosti.

Naddimenzované podminky kultivace pravdépodobné nenapomahaly efektivnimu prevodu
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glukosy na HA, tudiz byla glukosa vyuzita pro tvorbu organickych kyselin, ¢emuz napovida
snizena viskozita kone¢ného média (Tab. 6). Glukosa nebyla pravdépodobné vyuzita pro tvorbu

biomasy, jelikoz se nijak neliSila optickd denzita vzorku ve srovnani s ostatnimi vzorky

(Tab. 6).
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Graf 7: Srovnani vytéznosti kyseliny hyaluronové na 1 gram sacharozy za riizného
michani/vzdusnéni

Michani a vzdu$néni nemélo vyrazny vliv na vytézky jednotlivych kultivaci, pouze pfti
nejvyssich otackach, tedy 800 rpm, doslo k poklesu vytézku. Dle vysledku 1ze konstatovat, ze
vys§i otaCky a vzduSnéni podporuji produkci vysokomolekularni kyseliny hyaluronové.

v

Vyznamnéjsi je vSak vliv michéni nezZ vzdusnéni.

4.3 Vliv zmény zdroje uhliku

S. zooepidemicus pro rust vyzaduje zdroj uhliku. U metabolismu S. zooepidemicus se glukosa
zpracovava na glukosa-6-fosfat nebo na fruktosa-6-fosfat, ze kterych se vytvari prekurzory pro
vznik kyseliny hyaluronové. Glukosa je prekurzorem pro tvorbu jak kyseliny hyaluronové, tak
1 bunécné stény. Na zaklade¢ kultivacnich parametri se v§ak méni rozlozeni substratu mezi tyto

dva procesy.
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Pfi naSich experimentech byla sacharéza zdrojem uhliku pro bunky S. zooepidemicus. U mnoha
kultivaci se vSak pouziva pro kultivaci glukosa. Chtéli jsme proto vyzkouset, jaky bude mit

efekt glukosa na molekulovou hmotnost a vytézky HA za naSich kultiva¢nich podminek.
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Graf 8: Srovndni vytézkii Kyseliny hyaluronové pri kultivacich za zmény zdroje uhliku

Jak 1ze vidét z Grafu 8, vytézky kultivace poklesly o 25 %. Molekulova hmotnost taktéz klesla,

0 19 % oproti kontrolnimu vzorku. (Tab. 8). Ze vSech kultivaci bylo pravé zde dosahnuto

cv v

Nizkd molekulova hmotnost za pouziti glukosy neodpovida vysledkim vétSiny studii.
U Armstrong et al. doslo k navySeni jak vytézku, tak i molekulové hmotnosti pti pouziti
koncentraci 40 g/l a 60 g/l glukosy.® Mirngjsi nartist molekulové hmotnosti i vytézki HA byl
pozorovan u studie Jagannath et al. Ti také pozorovali nartst tvorby kyseliny mlécné, ktera

muiZe mit inhibi¢ni efekt na tvorbu HA.*

Také by mohlo byt zajimavé vyzkouset vliv snizeni nebo zvyseni koncentrace glukosy v médiu
na molekulovou hmotnost nebo vytézek HA, jelikoz koncentrace 40 g/l nebyla v naSem ptipadé

optimalni pro tvorbu vysokomolekuldrni HA.
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Tab. 8: Molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové za zmény zdroje uhliku

Zdroj uhliku Molekulova hmotnost HA (MDa) h;&fgg‘gé%ﬁ)
Glukosa 1,569 £0,172 4,727
Sachar6za (kontrolni) 1,945 £ 0,144 -

Glukosa neméla vliv na optickou denzitu, ktera se nijak neliSila od kontrolniho vzorku
(Tab. 9). Je mozné, ze tato koncentrace glukosy jiz mohla vykazovat inhibi¢ni vlastnosti na
tvorbu HA, pti¢emz u studie Pires et al se pti koncentraci 25 g/l dosahlo nejucinngjsi konverze
glukosy na HA, u koncentrace 45 g/l byla hodnota konverze o polovinu nizsi. V této studii také

potvrdili, Ze pii koncentraci 25 g/l pozorovali nevyssi vytézky HA.®

Tab. 9: Opticka denzita S. zooepidemicus po 24 hodindch za zmény zdroje uhliku

Zdroj uhliku oD
Glukosa 1,634
Sachardza 1,645

Velmi nizka viskozita média odpovida hodnoté vytézku, ktery klesl 0 25 % a molekulové

hmotnosti, ktera klesla o 19 % (Tab. 10).

Tab. 10: Viskozita média za zmeény zdroje uhliku

Zdroj uhliku Viskozita (mPa.s)
Glukosa 87+ 14

Substituce sachar6zy glukosou 0 koncentraci 40 g/l nepodporuje syntézu vysokomolekularni
HA s vysokymi vytézky, jelikoz je pravdépodobné, Ze optimalni koncentrace glukosy pro
tvorbu HA je 20-25 g/I.*° Je mozné provést za nasich podminek kultivaci s glukosou jako
hlavnim zdrojem uhliku pouze v piipad€ navyseni nebo snizeni koncentrace glukosy v médiu,
ale i pfesto neni zarufené, Ze by glukosa podporovala vyssi produkci. Také by vysoké
koncentrace glukosy pouzit¢ pro kultivaci nebyly pfili§ ekonomické v réamci velké

biotechnologické vyroby.
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4.4 Vliv pridavku fosfatidylcholinu
Glycerolfosfolipidy jsou membranové lipidy, které se skladaji z fosfat-alkoholu a dvou

mastnych kyselin navazanych esterovou vazbou na glycerol. Mezi né patfi fosfatidylcholin.>®

V biotechnologické vyrobé se fosfolipidy bézné€ pouzivaji jako piidavek pii kultivacich pro

zvyseni vytézki.*

Na zakladé vysledku studie Sun et al. jsme se rozhodli ovétit mozny vliv ptidavku

fosfatidylcholinu na vytézek a molekulovou hmotnost HA.
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Graf 9: Srovnani vytézkii kyseliny hyaluronové pri kultivacich za pridavku fosfatidylcholinu

V tomto experimentu byly vyzkouSeny pfidavky fosfatidylcholinu pfi koncentraci 80 mg/l a

160 mg/l v pribéhu exponencialni faze po 4 a 6 hodinach od zac¢atku kultivace.

Pti koncentraci 80 mg/l fosfatidylcholinu vytézky mirné klesly. Ve srovnani s koncentraci
160 mg/l se vytézky HA mirné navysily (Graf 9). Doba pfidavku vSak neméla zadny vliv na
vytézky HA. Vysledky studie Sun et al. byly uplné opacné. Pii stoupajici koncentraci
20-80 mg/l postupné stoupaly vytézKky, ale pii piekroceni koncentrace 80 mg/l vytézky HA
prudce klesly.*® V nasem ptipadé piidavek fosfatidylcholinu o koncentraci 80 g/l snizil vytézek
HA oproti kontrolnimu vzorku, ale naopak pifi dvojnasobné koncentraci se vytéZzek mirné

navysil, coz se dle vysledkt Sun et al. neptedpokladalo.
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Tab. 11: Molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové za pridavku fosfatidylcholinu

Koncentrace 160 mg/I Molekulova hmotnost HA (MDa) hotgj?;:;l;,ré%ﬁ)
Po 4 hodinach 2,126 = 0,090 3,020
Po 6 hodinach 2,129 + 0,055 3,378
Koncentrace 80 mg/I
Po 4 hodinach 1,733 £0,074 3,686
Po 6 hodinach 1,573+ 0,314 3,038
Bez FCh (kontrolni) 1,945 + 0,144 -

Co se tyce molekulové hmotnosti, pfi koncentraci 160 mg/l se hodnota zvysila o 9 % oproti
kontrolnimu vzorku (Tab. 11). Pfi koncentraci 80 mg/1 fosfatidylcholinu naopak molekulova
hmotnost klesla o 11 % pfti ptidavku po 4 hodinach a o 19 % pfi pfidavku po 6 hodinach.
Vysledky studie Sun et al. ukazaly, Ze pti ptidavku fosfatidylcholinu o koncentraci 80 mg/1 se

zvysila molekulova hmotnost HA o 40 %, vyssi koncentrace fosfatidylcholinu nezkouseli.*®

Vliv nacasovani ptidavku je patrnéjsi u koncentrace 80 mg/l, pti koncentraci 160 mg/l neni
zadny rozdil v hodnotach. Fosfatidylcholin by vSak mél byt pfiddn do média b&hem

exponencialni faze.

Dtivod navyseni molekulové hmotnosti dle Sun et al. jsou nasledujici: pfi pfitomnosti
fosfatidylcholinu v médiu se zménilo sloZeni bunéénych membran S. zooepidemicus, nedoslo
tak k vyssi spotiebé energie pii uvolfiovani HA z membrany. Zaroven pii prozkoumani
rozdéleni glukosy v metabolismu S. zooepidemicus za piidavku fosfatidylcholinu Se pouzita
glukosa o koncentraci 20 g/l pterozdélila v jinych pomérech do riznych metabolickych drah.
Navys$ilo se mnozstvi glukosy proudici do syntézy HA, tedy k prekurzorim

UDP-N-acetylglukosamin a UDP-glukuronova kyselina a navysilo se mnozstvi ATP. Vice ATP

wrwe

oproti produkci kyseliny mlééné. 43

Tab. 12: Opticka denzita S. zooepidemicus po 24 hodindch za pridavku fosfatidylcholinu

Koncentrace 160 mg/I oD
Po 4 hodinach 1,776
Po 6 hodinach 1,726
Koncentrace 80 mg/I
Po 4 hodinach 1,720
Po 6 hodinach 1,692
Bez FCh (kontrolni) 1,635
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Ve srovnani s kontrolnim vzorkem se navysila opticka denzita vzorku (Tab. 12), coz se pfi
zménach jinych parametrl nestalo. Tento nartist se mtize vysvétlit na zaklade vyssi dostupnosti
energie, a tedy vyssi podpofe rustu biomasy. Viskozita také celkem odpovidala mnozstvi
a molekulové hmotnosti produkované kyseliny hyaluronové, jelikoz vytézKy vSech kultivaci
byly velmi podobné, pouze u koncentrace 80 mg/l klesla viskozita média v souvislosti s nizkou
molekulovou hmotnosti (Tab. 13).

Tab. 13: Viskozita média za pridavku fosfatidylcholinu

Koncentrace 160 mg/I Viskozita (mPa.s)
Po 4 hodinach 373+ 76
Po 6 hodinach 352+96
Koncentrace 80 mg/I
Po 4 hodinach 366 + 41
Po 6 hodinach 358 +£ 20

Koncentrace 80 mg/l fosfatidylcholinu nepodpofila produkci vysokomolekularni kyseliny
hyaluronové. Koncentrace 160 mg/l fosfatidylcholinu vyvolala produkci vysokomolekuldrni
HA se srovnatelnymi hodnotami vytézkii U kontrolniho vzorku. Pfi vysSich koncentracich mtze
byt fosfatidylcholin vyuzivan jako latka podporujici produkci vysokomolekuldrni kyseliny

hyaluronové.
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5. Zavér
Cilem této prace bylo zjistit, jaky vliv maji jednotlivé kultiva¢ni parametry na molekulovou

hmotnost a vytézky kyseliny hyaluronové.

Specificka rstova rychlost jako jeden z klicovych parametra kultivace méla vyznamny vliv na
produkci kyseliny hyaluronové. Nejvyssich vytézku bylo dosazeno pii teplotach 37-35 °C, u
teplot pod 30 °C a nad 40 °C prudce klesala produkce HA. Vysokomolekularni HA byla
produkovéna za suboptimalni teploty 32 °C pfi specifické riistové rychlosti 0,335 h't. Pfi teploté
40 °C a specifické riistové rychlosti 0,544 h™t se tvofila kyselina hyaluronova s molekularni
hmotnosti 1,673 MDa, ¢imz se pravdépodobné projevil efekt nadmérného stresu vysoké

teploty.

Parametry michani a vzdu$néni jsou velmi té€sné propojené, jelikoz se jejich vzajemné efekty
pii kultivacich dopliuji. Pii experimentech nebylo pozorovano zvyseni vytézkl kultivaci za
intenzivnéj$itho michéni a vzduSnéni, pouze u vzorki michanych za 800 rpm doslo ke sniZeni
vytézkt HA 0 11-22 %. Molekulova hmotnost kyseliny hyaluronové se pfi kultivaci za vyssich
ota¢ek vyznamné zvysila. Nejvyssi hodnoty, tedy 2,481 MDa, bylo dosazeno pii 1 vvm/
800 rpm a druhé nejvyssi hodnoty, tedy 2,388 MDa pii 2 vvm/800 rpm. Vyssi otacky tedy
zlepsily propustnost kysliku do média a tim se podpotila produkce vysokomolekularni kyseliny
hyaluronové. VzdusSnéni mélo mensi efekt béhem kultivaci, jelikoZ bez michéni by byla
propustnost do meédia minimalni. Pfesto se molekulovd hmotnost zvysila pii navysSeni

vzdu$néni z hodnoty 1 vvm na 2 vmm.

P11 substituci sachardzy glukosou doslo k vyraznému poklesu molekulové hmotnosti o 19 % a
také klesly vytézky o 25 %. Duvodem je pravdépodobné nevhodné nastavena koncentrace
glukosy, kterd mohla plisobit inhibi¢né na produkci HA. Je moZné, Ze niZsi koncentrace glukosy

by podpofily tvorbu vysokomolekularni HA.

Fosfatidylcholin se pii koncentraci 160 mg/l projevil jako latka, kterd podporuje produkci
vysokomolekularni kyseliny hyaluronové. Pfi niZs§i koncentraci 80 mg/l mél opacny efekt, kdy
se molekulova hmotnost sniZila o 11-19 %. Existuje zde jesté prostor pro prozkoumani efektu

ptidavku fosfatidylcholinu s vy$Simi koncentracemi nad 160 mg/1.
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7. Seznam pouzitych zkratek
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Has
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hyaluronic acid (kyselina hyaluronova)
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