Abstrakt

Hyaluronan (HA) je jednoduchy glykosaminoglykan, ktery se nachazi ve vSech tkénich
obratlovct jako zékladni slozka extraceluldrni matrix. Jeho molekulovd hmotnost se
muze liSit od n¢kolika megaDaltonti az po méné nez jeden kiloDalton. Na zakladé své
velikosti ziskava Cetné biologické vlastnosti a lze jej tak vyuzit v kosmetickém a
farmaceutickém prumyslu pro rizné aplikace.

Tato vyzkumna oblast se v soucasné dob¢ zabyva dvéma hlavnimi vyzvami, kterymi
jsou: A) Vyvoj novych nastrojii pro analyzu a ptipravu novych a ndkladové efektivnich
produkti HA. Enzymatické nastroje hraji klicovou roli ve vyvoji novych materiald na
bazi HA. Kategorii takovych slibnych enzymu jsou B-D-glukuronidazy (B-GUS). B-
GUS katalyzuji hydrolyzu zbytku kyseliny B-D-glukuronové z neredukujiciho konce
ruznych substratl. Nicméné nedostatek specifity vici HA u vétSiny B-GUS spolu s
vysokou cenou a nizkou ¢istotou téch B-GUS, které jsou aktivni na HA, brani jejich
Siroké aplikaci. Cilem této studie bylo prozkoumat B-GUS z Bacteroides fragilis
(rBfGUS). Abychom toho dosahli, zaméfili jsme se na vyvoj procest produkce
(upstream) a purifikace a imobilizace (downstream) rekombinantni formy rBfGUS a
prozkoumali jsme parametry jeji aktivity a kinetiku. NaSe zjiSténi naznacuji, Ze jsme
vyvinuli proces s vysokou vytéznosti produkce aktivniho rBfGUS na HA a dostate¢nou
Cistotou. Pro zvySeni znovupouzitelnosti rBfGUS a zajisténi ptipravy HA produktl bez
enzymil jsme UspéSné imobilizovali enzym na dvou typech magnetickych-
makroporéznich-perlicek-celulozovych ¢astic. Ob& imobilizované formy rBfGUS
vykazovaly dostate¢nou provozni a skladovaci stabilitu. Poté jsme charakterizovali
optimalni podminky a kinetické parametry enzymu pomoci chromogenniho
standardniho substratu B-GUS a HA oligosacharidi (oHA). Také jsme demonstrovali
aktivitu rBfGUS na nativnich, modifikovanych a derivatizovanych oHA. Nase zjisténi
naznacuji, Ze pomoci tohoto bakterialniho B-GUS lze ptipravit nativni a derivatizované
materidly oHA, a tak byl vyvinut novy biokatalyzator se zlepSenymi provoznimi
parametry s potencidlem pro primyslové vyuziti.

B) Zkoumani biologické dostupnosti a osudu perordlné¢ podavané HA ve stievé.
Schopnost HA jako dopliku stravy vykazovat cetné fyziologické vyhody byla
prokézana v nékolika klinickych studiich, avS§ak mechanismus jejiho Gc¢inku zlstava
nejasny. Abychom pochopili mechanismus ucinku, je zasadni urcit osud hyaluronanu
ve stieve. Proto jsme se zde zabyvali degradaci HA in vitro se zaméfenim na specifické
bakteridlni kmeny, které obsahuji mikrobiotu oMM!?. Pouzitim '*C-znatené HA a
nativnich oHA jako substrati jsme testovali jednotlivé 12 kmend. Bacteroides
caecimuris byl hlavnim konzumentem HA, ktery degradoval substrat béhem 24 hodin
a produkoval HA nenasycené disacharidy a kyselinu octovou.
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