Interakce strevni sliznice s hyaluronanem
Skupina: Fyziologie bunky/Fyzik&ini chemie
Vedouci: Kristina NeSporovd

Délka: 12 mésicu

V regenerativni mediciné je hyaluronan (HA) casto poddvdn perordiné a v pfipadé
sliznicnich aplikaci ve stfevé se také uvazuje o aplikaci pfimo na sliznici béhem
laparoskopickych a jinych zakrokd. Vzhledem k specifickym viastnostem stfevni sliznice
(topografie, peristaltika a sliznicni hlen) viak neni zndmo, jak materidly i molekuly HA
a jeho derivatu s timto povrchem interaguiji, zda dostatec¢né adheruji ¢i dokonce po
rozpusténi pronikaji do sliznice Ci hlubsich vrstev.

Ukolem trainee bude charakterizovat povrch stievni sliznice modelovych organismt a
tkanovych kultur pomoci histologickych a proteomickych metod (dle potreby
optimalizovat tyto metody pro tento typ tk&né) a ndsledné detekovat mukoadhezivitu
a penetfraci HA a HA-derivatd v riznych formdch timto povrchem. Vysledkem bude
predikce délky setrvani HA materidll pri strevnich aplikacich a informace o moznosti

vyuziti t&€chto materidll v regenerativni mediciné.



Syntéza biologicky aktivnich latek na bazi oligosacharidv kyseliny hyaluronové

Skupina: Modifikace biopolymer(
Vedouci: Tomas Klejch
Délka: 12 mésicU

Polymerni kyselina hyaluronovd je diky své biokompatibilité, odbouratelnosti a
blahoddrnym Ucinkim idedlnim vychozim materidlem pro pripravu I€Civych substanci
a prostredkU. Jeji viastnosti Ize jesté vylepsit vhodnou chemickou modifikaci. Prikladem
je acylace'! mastnymi kyselinami, které HA davaiji amfifilni charakter, nebo chlorace?
amidové skupiny, diky které mOze mit HA antimikrobidlni UCinky. Diky témto
modifikacim Ize derivaty pouzit napriklad joko nosiCe I€Civ. Vzhledem k prdci
s polymery Ize timto zpUsobem tézko pripravit chemickd individua, pripravené Iatky se
lisi distribuci substituce i molekulovou hmotnosti.

Jednim z moznychteseni pripravy definovanych latek s viastnostmi HA je 2eprivatizace
jejich oligosacharid®. Ty si zachovdvaji nékteré viastnosti polymerni HA (napriklad
biokompatibilitu, snadnou odbouratelnost, afinitu k receptordm HA), v jinych se ale
dramaticky liSi (angiogeneze, ovlivnéni z&nétu...). Jejich pUsobeni je také siiné zavislé
na jemnych zméndch struktury oligosacharidu, kterou Ize v porovndni s polymerem
sndze modifikovat selektivné.

Cilem tohoto projektu bude pfiprava chemicky modifikovanych oligosacharidd HA.
Nativni oligosacharidy budou derivatizovdny pomoci metod organické syntézy,
vCetné fotochemickych reakci. Takto prfipravené latky budou izolovdny
chromatografickou separaci (RP, ionex) a charakterizovdny pomoci pokrocilych NMR
a MS technik. Ddle bude zkoumdna jejich biokompatibilita a biologické pusobeni.
Projekt bude probihat primdrné na oddéleni Modifikace biopolymerl s moznosti
zapojeni oddéleni Farmakokinetika a Fyzikaini chemie.

I Huerta-Angeles, G., et al.: Retinoic acid grafted to hyaluronan for skin delivery:
Synthesis, stability studies, and biological evaluation. Carbohydrate Polymers, 2020,
231, 115733.

2 Buffa, R., et al.: Hyaluronic acid chloramide-Synthesis, chemical structure, stability

and analysis of antimicrobials. Carbohydrate polymers, 2020, 250, 116928.



Metabolomické profilovani Streptococcus zooepidemicus

Skupina: Farmakokinetika
Vedouci:  Matgj Simek
Délka: > 4 mésice

o

Jednd se o multioborové téma spojujici biotechnologie, analytickou chemii a
bioinformatiku. Bakteridini kmeny Streptococcus zooepidemicus jsou zdkladem
biotechnologické vyroby kyseliny hyaluronové. Pfi fermentacnim procesu bakterie
zpracovavaji nutrienty pritomné v zZivném médiu na sirokou skdlu metabolitl skrze fadu
metabolickych drah. Na konci jedné z téchto drah je konecnym produktem kyselina
hyaluronovd. Proces jeji vyroby a aktivity jednotlivych metabolickych drah mUze byt
ovliviiovdn fadou faktor( (teplota, michdni, pfitomnost nutrientd, genovd vybava
bakterie apod.). Tyto parametry ovliviiuji nejen mnozstvi ziskané kyseliny hyaluronové,
ale i jeji kvalitativni parametry jako napr. molekulovou hmotnost. Pro opakovatelnost
fermentacnino procesu je nutné porozumét tomu, jak jednotlivé parametry
fermentacnino procesu ovliviiuji metabolické drdhy v bunkdch a jakych
metabolickych drah se jednotlivé nutrienty UCastni.

Cilem prace vrdmci ftrainee stdze bude zavést metodu pro charakterizaci
metabolomu bakterii pfi riznych parametrech fermentaénino procesu. K tomuto
UcCelu budou vyuzity metody metabolomiky a fluxomiky zahrnujici znaceni nutrientd
nezdrivymi izotopy (napf. 3C, N) a analytické metody vyuzivajici techniky
vysokouUcinné kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie s vysokym

rozlisenim (Orbitrap).



Peptidomické profilovani zdroju dusiky pro kultivaci S. zooepidemicus

Skupina: Farmakokinetika
Vedouci:  Matgj Simek
Délka: > 4 mésice

Bakteridlni kmeny Streptococcus zooepidemicus jsou zdkladem biotechnologické
vyroby kyseliny hyaluronové. Pfi fermentacnim procesu bakterie zpracovavaji
nutrienty v Zivném médiu na Sirokou skdlu metabolitd skrze fadu metabolickych drah.
Na konci jedné ztéchto drah je koneCnym produktem kyselina hyaluronovad. S.
zooepidemicus vyzaduje pro svUj optimdlni rOst a zajisténi bunécnych procest mnoho
rOstovych faktord, aminokyselin a polypeptidd. Ty jsou v kultivacnim médiu zpravidla
zajistény  pridavkem  komplexnich  zdrojo  dusiku (napr. proteinovymi
hydrolyzaty). Jelikoz se N-zdroje pfipravuji rdznymi vyrobnimi procesy stépeni proteind
z Zivocisnych i nezivocisnych zdrojU, vykazuji Casto také rozdilny viiv na fermentacni
proces. Cilem této prdce je vypracovat metodologii pro peptidomické profilovani N-
zdroju, kterd by umoznovala suroviny vzdjemné porovndvat, a to jak od rdznych
dodavatell, tak i mezi sarzemi dané suroviny v rdmci kontroly kvality. Peptidomicky
profil kazdé testované suroviny bude ddn do vztahu k produktivité HA za danych
kultivaCnich podminek. Metodologie by tak podle analyzy peptidomu méla umoznit
kontrolu kvality N-zdrojU i jejich rychlejsi a méné ndkladny screening pro fermentacni
proces produkce hyaluronanu. K tomuto Ucelu bude vyuZito proteomickych technik
jako je fingerprinting proteind a zejména pak peptidové mapovdani vyuzivajici techniky
vysokoucinné kapalinové chromatografie, nanopritokové kapalinové

chromatografie a hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim (Orbitrap).



Optimalizace média pro mikrobidlni produkci kyseliny hyaluronové
Skupina: Fermentace
Vedouci:  Matous Cihdk

Délka: 12 mésicu

Bakteridlni kmeny Sfreptococcus zooepidemicus jsou produkénim systémem
biotechnologické vyroby kyseliny hyaluronové. Streptokok v pribéhu fermentacnino
procesu zpracovavad zivné médium do velkého mnozstvi metabolitd. Jednim z nich je
i kyselina hyaluronovd, kterd streptokokovi poskytuje ochranny bunécny obal.
S. zooepidemicus je kultivacné ndrocny mikroorganismus a v médiu vyzaduje
pfitomnost nékterych esencidinich Zivin. Ty mohou byt soucdsti komplexnich zdroju
dusiku Ci uhliku. ProtoZe jsou tyto suroviny rizného pUvodu a piipravuii se rozdilnymi
postupy, vykazuji odlisné slozeni a maiji jedinecny nepredvidatelny viiv na fermentaci.
Cilem této prdce je charakterizace vybranych komplexnich surovin z hlediska jejich
vyuziti pfi optimalizaci média pro produkci kyseliny hyaluronové. Tato prdce zahrnuje
mikrobidini techniky, peptidomické profilovani a konvencni i moderni optimaliza&ni
techniky. Srovndvaci analyza optimalizaénich technik umozni urCit nejvhodnéjsi
strategii pro ndvrh a Upravu fermentacnino média, a to s cilem dosahovat zefektivnéni
produkce. Kromé vybéru nejvhodnéjsi strategie optimalizace média, by mél byt
vypracovdn také postup pro laboratorni kontrolu kvality komplexnich surovin a jejich

screening.



Pfiprava enzymu pro prodej na e-shopu

Skupina: Fermentace
Vedouci: Jana lJilkkovd
Délka: 6 mésicuU

Hyaluronan je polysacharid s molekulovou hmotnosti vyssi nez 1 MDa. Snizovani
molekulové hmotnosti hyaluronanu Ize provést enzymaticky, pomoci hyaluroniddz a
hyaluronan lydz. Tyto enzymy lze poufZit i pro analytické Ucely ve vyzkumu derivatd
hyaluronanu. Existuje nékolik typU hyaluroniddz a hyaluronan lydz, které se vzdjemné
li5i kromé jiného reak&nim mechanismem, délkou nejkratsino produktu reakce a taky
tim, jaky druh monosacharidu se nachdzi na koncich fetézce produktl. Nékolik druhU
hyaluroniddz a hyaluronan lydz je pro vyzkumniky komercné dostupnych, napriklad
hovézi enzym BTH, nebo lydza ze Streptomyces hyalurolyticus. V minulosti jsme v nasi
laboratori zavedli postupy pro pripravu nékolika rekombinantnich hyaluroniddz a
hyaluronan lydz, z nichz nékteré nejsou na trhu typové zastoupené. Trainee projekt
bude stavét na vysledcich naseho vyzkumu. Ukolem trainee bude ziskdni dat a
priprava podkladd potfebnych pro uvedeni vybraného enzymu na trh. Soucdsti prace
bude priprava nékolika Sarzi enzymu s cilem ovérit opakovatelnost postupu kultivace,
ale i purifikace. Kultivace bude probihat ve fermentorech s objemem 30L. Pfi purifikaci
enzymu budeme pouzivat kapalinovou chromatografii. V definovanych casovych
intervalech bude ovéfovand stabilita enzymu. Kromé prdce v laboratori frianee
vypracuje ve spoluprdci s dalsimi oddélenimi bezpecnostni list, specifikaci enzymu,

pfibalovou informaci a dalsi potfebnou dokumentaci.



Pfiprava nano- a mikrovidken z hyaluronanu s aktivnimi farmaceutickymi latkami

Skupina: Mikrovidkna
Vedouci: Tomds Medek
Délka: 6 mésicuU

Hyaluronan (HA) a jeho derivaty jsou slibonymi materidly pro pripravu zdravotnickych
prostfredkl, zejména v oblasti hojeni ran. Vhodnou aplika&ni formou jsou mimo jiné
rdzné nano- a mikrovidkenné struktury, které jsou ve spolecnosti Contipro pfipravovdny
technologiemi dry spinning (suché zvidknovani) a solution blow spinning. V rdmci
tohoto trainee projektu bude otestovéno obohaceni téchto vidkennych forem o dalsi
aktivni farmaceutické Iatky, zejména o ty s antimikrobidlnimi UCinky.

Po Uvodni redersi bude ndsledovat ovéreni vhodnosti stdvajicich analytickych metod
pro vybrané latky, pfipadné budou navrzeny a zavedeny metody nové. Ndsledné
bude testovdna materidlova kompatibilita vybranych Idtek a na jejim zakladé budou
navrzeny vhodné metody inkorporace téchto ladtek do vidken z hyaluronanu. Tyto
metody budou ddle optimalizovdany s ohledem na zirdtovost a opakovatelnost
procesu, homogenitu obsahu antimikrobidinich Iatek, kinetiku jejich uvolnovani
v modelovém prostredi, sterilizovatelnost a mechanické viastnosti vysledné formy.
Poslednim krokem bude testovdni stability a biologické testovdni vyslednych vidken
zamérené primdrné na in-vitro antimikrobidini UCinky, a pfipadné téz na bezpecnost
(cytotoxicitu).

Projekt bude primdrné fesen na pracovisti podskupiny Mikrovidkna. Dilci Ukoly ale

budou feseny ve spoluprdci s dalsimi vyzkumnymi skupinami.



Pfiprava mikrovldken z hyaluronanu srdZzenim pomoci vicemocnych kationtu
Skupina: Fyzikdini chemie a Mikrovidkna

Vedouci: Frantisek Ondreds, Josef Chmelar

Odborné vedeni v oblasti zvidknovani: Lucie Hordckova, Jolana Kubickova

Délka: 12 mésicu

Hyaluronan (HA) a jeho derivaty jsou slionymi materidly pro pripravu zdravotnickych
prostredkd, zejména v oblasti hojeni ran. Vhodnou aplikacni formou jsou mimo jiné rizné
textilni struktury jako nité nebo pleteniny. Prvnim krokem v pripravé téchto forem je tvorba
vldken, jejichz vliastnosti musi byt vyhovujici jak pro ndsledné textilni zpracovdni, tak pro
findIni produkt. Ve spolecnosti Contipro je zavedena priprava mikrovidken metodami
mokrého zvidknovdni s vyuzitim koagulacnich ldzni obsahujicich alkoholy a organické
kyseliny.

V rémci tohoto frainee projektu bude otestovdn alternativni proces zvlidknovdni, ktery
bude zalozeny na srdzeni pomoci kationtd. Cilem bude omezit pouZiti organickych
rozpoustédel a zdroven do struktury vidkna vnést ionty s vyhodnymi viastnostmi, aft jiz
z pohledu biologie nebo struktury vidkna (iontové sifovdni). V jednom kroku tak bude
vidkno nejen pripraveno, ale také doplnéno o nové funkEni vlastnosti. Prikladem
zajimavych kationtd jsou Ca?*, Mg2+ nebo Zn2*, dalsi mohou byt navrieny na zdkladé
reserse, ze které by méla vzejit také vhodnd volba aniontd (anorganické i organické, napr.
chloridy Ci octany). Kromé uZitnych viastnosti by mél byt brdn zietel také na bezpecnost,
tj. vyhnout se iontOm toxickym.

Po Uvodni resersi bude ndsledovat laboratorni studium srdzeni nativni HA a lauroyl derivatu
HA pomoci danych iontl v prostredi Cisté vodném (pufry) i v prostiedi s obsahem alkohold
a/nebo slabych organickych kyselin. Sledovdn bude také vliv koncentraci a molekulové
hmotnosti polymeru. Na zdkladé srdzecich a reologickych experimentd budou vytipovdny
vhodné kombinace iontd a podminek, které budou ndsledné pouZity k pfipravée vidken na
zvidknovaci lince. Ziskand vidkna budou podrobena charakterizaci (mikroskopie,
mechanické viastnosti, textilni zpracovatelnost, obsah iontd a rozpustnost / bobtndni) a
postupy upraveny dle vysledkd. Takto budou postupné optimalizovdny postupy pripravy
vybranych vidken.

Poslednim krokem bude biologické testovani vyslednych vidken zameérené primdrné na in-
vitro bezpelnost (cytotoxicita) a pfipadné téz na UcCinnost, budeme-li néjaky in-vitro
méfitelny efekt predpoklddat (zejména mozné antimikrobidini pUsobeni — napr. u Zn2+).
Projekt bude primdrné feSen na dvou pracovistich RnD, Fyzikaini chemie a Mikrovidkna.

DilCi Ukoly ale budou feSeny ve spoluprdci s dalsimi vyzkumnymi skupinami.



Vyvoj smésnych filmu s obsahem hyaluronanu pro hojeni komplikovanych ran
Skupina: Filmy
Vedouci: Jifi Mrazek

Délka: 6 mésicO

Nase vyzkumnd skupina se zabyvd vyvojem samonosnych filmU z hyaluronanu a jeho
derivatd. Tyto filmy jsou urceny pro aplikace v medicing, zejména jako zdravotnické
prostfredky. Primdrni vyuziti filmO je v oblasti hojeni ran, diky své biokompatibilité se

mohou uplatnit také jako vstrebatelné implantdaty.

Ndplni projektu bude priprava filmd z derivatd hyaluronanu ve smési s jinymi polymery.
Na Uvod bude provedena reserse zamérend na vytipovdéni vhodnych polymerd,
piipadné i charakteriza¢nich metod. U&elem pridavku dalsiho materidlu moze byt
napriklad dosazeni vyssi pevnosti filmu, ovlivnéni adheze filmu ke tkdnim, Uprava doby
degradace nebo i zlevnéni produktu pfi zachovdni jeho uzitnych viastnosti. Pridané
polymery mohou mit také biologické UcCinky, napf. hemostatické &i antiseptické.
Kromé pripravy fim0 se bude trainee podilet také na jejich fyzikdini a chemické
charakterizaci (homogenita filmd, bobtnavost, mechanické vlastnosti v suchém

i hydratovaném stavu, kinetika degradace) a na interpretaci ziskanych vysledk.



