
Abstrakt 

Hyaluronan (HA) je jednoduchý glykosaminoglykan, který se nachází ve všech tkáních 

obratlovců jako základní složka extracelulární matrix. Jeho molekulová hmotnost se 

může lišit od několika megaDaltonů až po méně než jeden kiloDalton. Na základě své 

velikosti získává četné biologické vlastnosti a lze jej tak využít v kosmetickém a 

farmaceutickém průmyslu pro různé aplikace. 

Tato výzkumná oblast se v současné době zabývá dvěma hlavními výzvami, kterými 

jsou: A) Vývoj nových nástrojů pro analýzu a přípravu nových a nákladově efektivních 

produktů HA. Enzymatické nástroje hrají klíčovou roli ve vývoji nových materiálů na 

bázi HA. Kategorií takových slibných enzymů jsou β-D-glukuronidázy (β-GUS). β-

GUS katalyzují hydrolýzu zbytku kyseliny β-D-glukuronové z neredukujícího konce 

různých substrátů. Nicméně nedostatek specifity vůči HA u většiny β-GUS spolu s 

vysokou cenou a nízkou čistotou těch β-GUS, které jsou aktivní na HA, brání jejich 

široké aplikaci. Cílem této studie bylo prozkoumat β-GUS z Bacteroides fragilis 

(rBfGUS). Abychom toho dosáhli, zaměřili jsme se na vývoj procesů produkce 

(upstream) a purifikace a imobilizace (downstream) rekombinantní formy rBfGUS a 

prozkoumali jsme parametry její aktivity a kinetiku. Naše zjištění naznačují, že jsme 

vyvinuli proces s vysokou výtěžností produkce aktivního rBfGUS na HA a dostatečnou 

čistotou. Pro zvýšení znovupoužitelnosti rBfGUS a zajištění přípravy HA produktů bez 

enzymů jsme úspěšně imobilizovali enzym na dvou typech magnetických-

makroporézních-perliček-celulózových částic. Obě imobilizované formy rBfGUS 

vykazovaly dostatečnou provozní a skladovací stabilitu. Poté jsme charakterizovali 

optimální podmínky a kinetické parametry enzymu pomocí chromogenního 

standardního substrátu β-GUS a HA oligosacharidů (oHA). Také jsme demonstrovali 

aktivitu rBfGUS na nativních, modifikovaných a derivatizovaných oHA. Naše zjištění 

naznačují, že pomocí tohoto bakteriálního β-GUS lze připravit nativní a derivatizované 

materiály oHA, a tak byl vyvinut nový biokatalyzátor se zlepšenými provozními 

parametry s potenciálem pro průmyslové využití. 

B) Zkoumání biologické dostupnosti a osudu perorálně podávané HA ve střevě. 

Schopnost HA jako doplňku stravy vykazovat četné fyziologické výhody byla 

prokázána v několika klinických studiích, avšak mechanismus jejího účinku zůstává 

nejasný. Abychom pochopili mechanismus účinku, je zásadní určit osud hyaluronanu 

ve střevě. Proto jsme se zde zabývali degradací HA in vitro se zaměřením na specifické 

bakteriální kmeny, které obsahují mikrobiotu oMM12. Použitím 13C-značené HA a 

nativních oHA jako substrátů jsme testovali jednotlivě 12 kmenů. Bacteroides 

caecimuris byl hlavním konzumentem HA, který degradoval substrát během 24 hodin 

a produkoval HA nenasycené disacharidy a kyselinu octovou. 
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