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Streszczenie: W pracy przedstawiono przeglgd danych literaturowych
dotyczqcych budowy i wlasciwosci kwasu hialuronowego (HA). Wskazano
miejsca wystepowania tego zwiqzku w organizmie czlowieka oraz petnione
przez niego funkcje. Omowiono sposoby otrzymywania zwiqzku z materiatu
zwierzecego oraz przy wykorzystaniu procesow biotechnologicznych.
Wskazano cechy dodatnie i ujemne preparatow otrzymanych dwoma ww.
sposobami. W czesci artykutu dotyczgcej wytwarzania kwasu przez bakterie
zwrocono szczegolng uwage na modyfikacje genomu bakterii fermentacji
mlekowej oraz szczepow Escherichia coli i Bacillus subtilis, pod kqgtem
poprawy produktywnosci kwasu. Polegaly one na wprowadzeniu genow
kodujgcych enzymy: syntaze hialuronowq, UDP-glukozo-dehydrogenaze
oraz UDP-glukozo-pirofosforylaze. Przedstawiono metody i warunki
hodowli bakterii oraz uzyskiwane wydajnosci HA. Omowiono rowniez
mozliwosci zastosowania zwiqgzku oraz jego pochodnych w leczeniu
roznego typu schorzen, w diagnostyce medycznej, w medycynie estetycznej
i kosmetyce oraz w farmacji przy otrzymywaniu docelowych lekow powoli
uwalniajgcych substancje aktywne.
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Budowa i charakterystyka kwasu hialuronowego

Kwas hialuronowy (HA) nalezy do grupy zwiazkow okre§lanych terminem
glikozaminoglikany (GAG). Sa to polisacharydy, zbudowane z wielu
powtarzajacych sie jednostek disacharydow. Czasteczka disacharydu HA sktada
si¢ z czasteczki kwasu D-glukuronowego i czgsteczki N-acetyloglukozaminy
polaczonych naprzemiennie wigzaniami B-(1-4) i B-(1-3) glikozydowymi
(rysunek 1). Kwas hialuronowy jest naturalnym zwigzkiem, majacym taka samag
budowg chemiczng zaréwno u czlowieka, jak i u innych kregowcow oraz
bakterii. W organizmach zywych wystgpuje zazwyczaj w postaci soli sodowej —
hialuronianu sodu [1, 2].
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Rysunek 1. Budowa disacharydu kwasu hialuronowego [2]

Kwas hialuronowy wykazuje wiele wlasciwos$ci, ktore majg istotne znaczenie
w licznych zastosowaniach. Jedng z nich jest zdolno$¢ wigzania duzych ilosci
wody [1]. Jest to mozliwe dzigki anionowej budowie kwasu, ktorej efektem jest
przyciaganie réznorodnych kationow, np. Ca>". Zwiazek charakteryzuje si¢ wysoka
aktywno$¢ osmotyczna, a ta z kolei umozliwia przycigganie znacznych ilosci
wody na drodze osmozy. Dla przyktadu, kiedy stezenie kwasu hialuronowego w
roztworze osiagnie poziom 0,1 mg/ml, jedna czasteczka kwasu jest w stanie
zwigza¢ nawet 1 litr plynu. Nie uwzgledniajac ograniczen przestrzennych, spowo-
dowatoby to 1000-krotne powigkszenie jej objetosci. W naturalnym §rodowisku,
jakim jest macierz zewnatrzkomorkowa, takie peczniejace czastki kwasu napieraja
na zewnatrz, wywolujac ci$nienie turgorowe, ktore wzrasta proporcjonalnie do
ilosci pobranej wody. Ponadto HA ma interesujace wtasciwosci lepkosprezyste,
wynikajace z jego polimerowego charakteru. Cecha kwasu hialuronowego
okreslana terminem ,,biozgodnos¢” wynika z tego, ze naturalnie wystepuje on w
skorze, wigc w bardzo niskim stopniu wywotuje niekorzystne reakcje organizmu.
Moze by¢ catkowicie wchlaniany przez organizm, co jest niewatpliwg zaleta
podczas stosowania go jako implantu w medycynie kosmetyczne;.

Kwas hialuronowy w organizmach zwierzgcych jest syntetyzowany w blonie
komoérkowej. W procesie tym bierze udziat syntaza hialuronianowa usytuowana
po wewngtrznej stronie blony. Uczestniczy ona w naprzemiennym tgczeniu reszt
kwasu glukuronowego i N-acetyloglukozaminy [3]. Nowo zsyntetyzowany polimer
jest transportowany do przestrzeni pozakomorkowej. Syntaza hialuronianowa
charakteryzuje si¢ wysokg aktywnoscig. Jest ona w stanie spolimeryzowa¢ okoto
100 czasteczek monosacharydow na sekund¢ w warunkach in vitro. U ssakow
stwierdzono wystgpowanie trzech syntaz hialuronowych: Has 1, Has 2 i Has 3.
Pierwsza z nich katalizuje polimeryzacj¢ matych ilosci HA o masie czasteczko-
wej 2x10° Da; druga wickszych ilosci tego kwasu o tej samej wielko$ci czastek,
natomiast trzecia, najaktywniejsza, polimeryzuje duze ilosci HA o wielkosci
czastek do 2x10° Da — rysunek 2 [3, 4].
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Rysunek 2. Kwas hialuronowy syntetyzowany przez syntazy hialuronowe wystgpujace
u ssakow Hasl, Has2, Has2 [4]

Wystepowanie i funkcje kwasu hialuronowego w organizmie ludzkim

Szacuje sie, ze u dorostego cztowieka o masie ciata 70 kg, znajduje si¢ okoto
15 g HA w postaci hialuronianu sodu [4]. Poczatkowo uwazano, ze HA jest
jedynie wypeliaczem tkanki lacznej. Pozniejsze badania, ujawnily jednak, ze
moze by¢ on potaczony z komoérkami za pomoca receptoréw znajdujacych si¢ na
ich powierzchni i posredniczy¢ w wielu waznych procesach fizjologicznych.

Najwicksza ilo§¢ kwasu hialuronowego znajduje si¢ w macierzy zewnatrz-
komoérkowej (ECM) tkanek tacznych. Wystgpuje on w jednym z komponentow
ECM, we frakcji proteoglikanéw. Niemalze potowa kwasu hialuronowego
znajdujacego si¢ w ciele cztowieka wystepuje w skorze, a wickszos$¢ jego jest
odnajdywana w przestrzeni migdzykomorkowej. Szacuje si¢, ze w ludzkiej
skorze wiasciwej jest 200-500 ug/ml HA, a w naskérku 100 pg/ml. Kwas
hialuronowy, poza pehieniem funkcji macierzy, w ktorej sa zatopione komorki,
odgrywa role zwigzku wigzacego wode, wplywajac na objetos¢ i Scisliwosc
skory. Moze on zwigksza¢ oporno$¢ tkanki na stres mechaniczny poprzez wigzanie
i zatrzymywanie wody w przestrzeniach migdzykomorkowych. Odgrywa takze
role w wytapywaniu wolnych rodnikow, powstajacych na skutek promieniowania
ultrafioletowego [5, 6].

Kolejnym miejscem wystepowania kwasu hialuronowego w organizmie
ludzkim jest chrzastka [5]. Zwigzek ten wystepuje tu jako wazny strukturalnie
element macierzy, ktorej sie¢ kolagenowa wypeliona jest proteoglikanami
z HA. Kwas hialuronowy bierze rowniez udziat w chondrogenezie. Niewielkie
fragmenty tego zwigzku indukujg aktywacje czynnikow transkrypcyjnych
w chondrocytach.

Kwas hialuronowy odgrywa ponadto istotng rol¢ w mazi stawowej [5, 6].
W plynie stawowym torebki stawowej, wystepuje znaczna ilos¢ HA (1400-
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3600 pug/ml) o duzej masie czasteczkowej. Wystepuje on w formie niezwigzanej
z biatkami. Zapewnia on niezbg¢dne nawilzenie stawow. Shuzy jako amortyzator,
redukujacy tarcie migdzy poruszajacymi si¢ kosé¢mi, przez co zmniejsza si¢
zuzywanie si¢ stawow.

Kwas hialuronowy wystepuje rowniez w ciatku szklistym oka [7]. Substancja
zelowa znajdujaca si¢ w tym organie, jest wyspecjalizowanym typem wysoce
uwodnionej zewnatrzkomoérkowej macierzy. Sklada si¢ ona ze wzajemnie
powigzanych sieci glikozaminoglikanow i wildkien kolagenowych. Zawartos¢
glikozaminoglikané6w (a ws$rdéd nich kwasu hialuronowego), a takze ich
konformacja, sg odpowiedzialne za odpowiednig strukture i funkcje ciatka
szklistego. Stgzenie kwasu hialuronowego w ciatku szklistym wynosi okoto 190-
320 ug/ml, z czego 45-77% to HA o duzej masie czasteczkowej, wigkszej niz
1000 kDa. Wtasnie ten rodzaj polimeru zapewnia lepkosprezystos¢, ceche niezbedng
w ciatku szklistym. Kwas hialuronowy wspottworzy takze film tzowy [7].

Omawiany zwigzek odgrywa istotng role w biomechanicznych wilasci-
wosciach strun gltosowych [8]. Wplywa on na lepkos¢, przeptyw tkankowy,
osmozg, amortyzacj¢ wstrzgsow oraz gojenie si¢ ran w tym organie. Jest to
szczegolnie wazne w przypadku strun, ktore sa nieustannie narazone na urazy
spowodowane wibracjami. Istotne znaczenie kwasu hialuronowego we wilasciwym
funkcjonowaniu strun gtosowych zostato udowodnione w doswiadczeniach Chana
i in. [9]. Naukowcy oceniali probki strun glosowych, w ktorych z zewnatrz-
komoérkowej macierzy usuwano hialuronian sodu za pomocg enzymu hialuronidazy.
Brak HA powodowat spadek elastycznosci tkanek, sztywno$¢ oraz znaczny wzrost
lepkosci (o 70%). W efekcie powodowato to niewlasciwe dzialanie strun glosowych.
Powyzsze badania potwierdzily skuteczno$¢ stosowania kwasu hialuronowego
jako chirurgicznego implantu strun glosowych.

Kwas hialuronowy wystepuje takze w nerkach. Duze ilosci HA stwierdzono
w wewnetrznej czgsci rdzenia, w tzw. brodawce nerkowej, natomiast bardzo
niewielkie st¢zenie w korze [1]. Ta réznica ma istotne znaczenie w wytwarzaniu
bardziej lub mniej stezonego moczu. Kwas hialuronowy wptywa na homeostazg,
dystrybucje i przeptyw wody oraz wspoélnie z wazopresyna reguluje reabsorpcje
wody do rdzenia nerkowego.

Wysoka zawartos¢ kwasu hialuronowego o duzej masie czasteczkowej
odnotowano takze w tkance tacznej pgpowiny ludzkiej (4100 pg/ml). Zapobiega
on zerwaniu si¢ polaczenia pomiedzy matka a ptodem [5]. Zwigzek ten jest
rowniez obecny w mozgu, a takze w moczu i surowicy krwi [5].

Badania Volpi i in. [4] wskazaly na udziat HA w wielu procesach zwigzanych
z owulacjg 1 zaptodnieniem. Wystepujacy w duzych ilosciach kwas hialuronowy
tworzy elastyczng, gabczastg i odksztatcalng macierz, ktora utatwia uwalnianie
oocytu podczas owulacji. Po owulacji, komorki pecherzyka jajnikowego otacza-
jacego oocyt pozostaja osadzone w sieci kwasu hialuronowego. Zaobserwowano
takze zwigzek pomiedzy zdolno$cig plemnikéw do penetracji roztworu o duzej
lepkosci wynikajacej z obecnosci HA a ruchliwo$cia plemnikow i efektywnoscia
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zaplodnienia. Itano [10] wskazat takze na istotng role kwasu hialuronowego w
rozwoju embrionalnym czlowieka.

Stern i in. [11] stwierdzili, ze funkcje biologiczne kwasu w organizmie
ludzkim zalezg od wielkosci czasteczek polimeru. Fragmenty kwasu o duzej
masie czasteczkowej wykazuja dziatanie immunosupresyjne i przeciwzapalne.
Hamuja rowniez fagocytoze, wptywajg na integralnos¢ tkanek, chroniac je przed
uszkodzeniami i apoptoza. Taki rodzaj kwasu hialuronowego uczestniczy takze
w procesach owulacji, zaptodnieniu i embriogenezie. Podczas proceséw zapalnych
powstaje nadzwyczajna forma wielkoczasteczkowego kwasu, silnie usieciowana,
tworzaca kompleksy z licznymi witdknami w miejscach zapalnych [12]. W ten
sposOb tworzy si¢ tarcza ochronna i zapewniona jest niepodzielno$¢ tkanek
w poblizu miejsca zapalnego. W samym miejscu zapalnym wielkoczasteczkowe
fancuchy kwasu hialuronowego zostaja zdegradowane do mniejszych (wielkosci
4-6 sacharydoéw) przez dziatanie reaktywnych form tlenu i hialuronidazy. Drobno-
czasteczkowe fragmenty kwasu moga przytacza¢ si¢ do receptorow komorek
odporno$ciowych, aktywujac je i wplywajac na szereg procesow, takich jak
indukcja ekspresji cytokininy. Kwas hialuronowy o duzej masie molowej gro-
madzi si¢ takze w poblizu uszkodzen w uktadzie nerwowym. Jest to obserwowane
szczegblnie w przypadku stwardnienia rozsianego [11]. Polimery o $redniej
wielko$ci, ztozone z 25-50 disacharydow, wykazuja dziatanie przeciwzapalne,
stymulujg procesy immunologiczne i naczyniotworcze [5]. Oligosacharydy mniejsze
od ww. sg antyapoptotyczne i majg zwiagzek z biatkami szoku termicznego [13].

Zaobserwowano zalezno$¢ pomigdzy agresywnoscig nowotworow a zawartoscia
kwasu hialuronowego w tkankach potozonych w ich poblizu [6]. Stwierdzono, ze
w przypadku wystgpowania nowotworu zlosliwego, w tkankach potozonych
w poblizu guza obserwuje si¢ nadmierng produkcje kwasu hialuronowego
o niewielkich masach czasteczkowych. Zwigksza si¢ rowniez jego stezenie
w surowicy krwi. HA jest wypelniaczem przestrzeni, ale moze rowniez otwierac
droge dla komoérek nowotworowych, co ma zwigzek z przerzutami, np. raka
piersi czy jelita grubego. Kwas hialuronowy oddziatuje z powierzchniowymi
receptorami komorek rakowych, zwigkszajac ich przezywalno$¢ i inwazyjnosc.

Zastosowanie kwasu hialuronowego i jego pochodnych

Kwas hialuronowy jest wykorzystywany w medycynie, farmacji, w chirurgii
plastycznej 1 w kosmetyce. Jednym z glownych zastosowan kwasu hialuronowego
jest jego uzycie w chirurgii ortopedycznej [5, 14]. W chorobach artretycznych,
takich jak osteoartretyzm czy reumatoidalne zapalenie stawdw, objetos¢ mazi
stawowe] wzrasta, co prowadzi do obnizenia st¢zenia kwasu. Ponadto wielko-
czasteczkowy HA jest rozkladany przez reaktywne formy tlenu, ktore redukuja
jego lepkos¢ 1 uposledzaja jego nawilzajace 1 amortyzujace wlasciwosci.
Struktura stawu ulega zniszczeniu, zmienione tkanki sg rozpoznawane przez
uktad immunologiczny jako ciato obce, co powoduje, ze choroba staje si¢
schorzeniem ogolnoustrojowym, wptywajacym na funkcjonowanie calego
organizmu. Walka z chorobg polega na uzupetnieniu ubytkow w mazi stawowe;j
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za pomocg iniekcji dostawowych. Stwierdzono, ze podawanie HA tagodzi bol
i objawy choroby zwyrodnieniowej stawoéw. Ponadto nastgpuje odnowienie lepko-
sprezystych wlasciwosci ptynu stawowego, stymulacja produkcji endogennych
czasteczek kwasu oraz powstrzymanie rozktadu chrzastki.

Kwas hialuronowy jest uzywany ponadto przy wielu zabiegach oku-
listycznych [5]. NajczeSciej stosuje si¢ preparaty bedace potaczeniem kwasu
hialuronowego z hydroksypropylometyloceluloza [15]. Wykorzystuje si¢ go przy
implantacji rogowki, wszczepianiu soczewki wewnatrzgatkowej, operacjach
zaCmy i jaskry oraz laserowej chirurgii oka. Kwas hialuronowy jest réwniez
sktadnikiem kropli do oczu uzywanych w ,,zespole suchego oka” [4]. Omawiany
zwiazek jest bardzo podobny do mucyny, glownego sktadnika tez. Uzytecznos¢ HA
opiera si¢ na nawilzaniu oka, stanowieniu bariery ochronnej przed szkodliwymi
czynnikami $rodowiska. Istotny jest fakt, Ze nie jest on usuwany z powierzchni
oka nawet podczas mrugniec.

HA wykorzystuje si¢ takze w otolaryngologii [5]. W tym zastosowaniu uzywa
si¢ preparaty zawierajace usieciowany kwas, gdyz zapewnia to przedhuzenie
czasu jego przebywania w organizmie, nawet do roku. Istniejg mozliwosci
zastosowania HA do przys$pieszenia gojenia si¢ ran btony bgbenkowej ucha, jako
bioimplantu do chirurgicznej naprawy ubytkow strun glosowych, regeneracji
zranionych lub zabliznionych fatd, rekonstrukeji krtani i gtosni [9].

Preparaty kwasu hialuronowego o duzej masie czgsteczkowej, stosowane
miejscowo, wspomagaja gojenie si¢ §wiezych ran skory oraz sg przydatne przy
przewlektych stanach zranienia lub oparzeniach [5]. Ze wzgledu na wlasciwosci
antyoksydacyjne, HA shizy jako skladnik przeciwzapalny w materiatach
opatrunkowych. W potaczeniu z dekspentanolem, jest uzywany jako preparat
silnie nawilzajacy i regenerujacy. Zele na bazie HA sg stosowane przy leczeniu
owrzodzenia jamy ustnej, przyspieszaja gojenie, redukujac bol, objawy zapalenia
i dyskomfort [16].

Interesujagcym kierunkiem jest wykorzystanie oligosacharadow HA do
opdzniania wzrostu guza, a nawet jego apoptozy [17]. Podczas takiej terapii,
komorki nowotworowe staja si¢ bardziej wrazliwe na dzialanie lekéw, niz
w przypadku terapii bez HA. Wprowadzenie takiej formy leczenia, pozwala na
zmniejszenie ilosci lekow uzywanych w chemioterapii.

Ciekawym zastosowaniem HA w inzynierii tkankowej jest odbudowa
chrzastki, bazujaca na zelu opartym na fibrynie i HA [18]. Stanowi on dobrg
substancjg¢ transportujgca chondrocyty do uszkodzonego fragmentu tkanki.

Najczesciej produkty bazujace na kwasie hialuronowym sg wykorzystywane
w chirurgii plastycznej jako implanty poprawiajace wyglad skory [5, 19].
Umozliwiaja one bezpieczne wypehianie zmarszczek i wklestych blizn na
twarzy. W kosmetyce stosuje si¢ zele HA catkowicie lub cze$ciowo nasycone
wodg [20]. Pierwsze z nich nie pobieraja wody z otaczajacych je tkanek; drugie
natomiast chlong wod¢ z otoczenia, zwickszajac swoja objetos¢, a tym samym
dajac efekt wolumizacji. Zele HA sg bardziej efektywne niz te z kolagenem, gdyz
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charakteryzuja si¢ wigksza elastyczno$cig. Co wiecej, implanty takie mozna apli-
kowaé poprzez wstrzykiwanie, nie trzeba wszczepia¢ ich operacyjnie, co
eliminuje ryzyko infekcji. Jedna z wielu korzys$ci w tego typu zabiegach jest to,
ze nie ma okresu rekonwalescencji. Pacjent po zabiegu moze praktycznie od razu
przystapi¢ do codziennych czynno$ci. Kwas hialuronowy obecnie jest stosowany
do poprawy wygladu skory twarzy, fatd nosowo-wargowych, tukow brwiowych,
kosci policzkowych, powigkszenia ust, drobnych korekeji nosa czy podbrodka [21].

Kwas hialuronowy, po wstrzyknigciu do skory, jest stosunkowo szybko
degradowany przez hialuronidazy i wolne rodniki, ktére naturalnie tam wyste-
puja [2]. Ponadto zwigzek ten, nawet o wysokiej masie czgsteczkowej, ma stabe
wiasciwos$ci biomechaniczne. Podejmowane sa zatem proby ulepszenia wiasciwosci
HA poprzez proces sieciowania [22]. W procesie tym uzywa si¢ Srodkow
sieciujgcych, ktore tworza polaczenia pomigdzy czasteczkami kwasu hialuronowego.
Srodki te maja rézne grupy funkcyjne, przez co reaguja w odmienny sposob
z kwasem hialuronowym. Zazwyczaj do sieciowania stosuje si¢ formaldehyd,
aldehyd glutarowy, epoksydy, diwinylosulfon, karbodiimidy. Biorac pod uwage
biostabilnos¢ nowo powstatych preparatow, stwierdzono, ze kwas hialuronowy
usieciowany karbodiimidami moze przetrwaé in vivo 15 dni, usieciowany
epoksydami powyzej 3 miesi¢cy, natomiast sieciowany HA z wigzaniami estrowymi
degraduje szybciej niz jakikolwiek inny preparat. Niekiedy jednak pojedyncze
sieciowanie jest niewystarczajgce dla stabilnosci produktu. Z tego wzgledu
opracowano technologie podwojnego sieciowania — najpierw poprzez tworzenie
wigzan eterowych, a potem estrowych [22]. Drugie wigzania poprawiaja bio-
stabilno$¢ poprzez zwigkszenie stopnia usieciowania, zwigkszajg takze opornosc
zmodyfikowanego produktu na trawienie hialuronidazami oraz na dziatanie
wolnych rodnikéw poprzez utrudnienie docierania tych czynnikow do tancuchow
polimerdw.

Wiasciwosci kwasu hialuronowego jako biopolimeru zostaty réwniez wyko-
rzystane do otrzymywania preparatow farmaceutycznych, ktérych celem jest
dostarczenie leku w okreslone miejsce w organizmie i jego powolne uwolnienie [23].
Opracowano metody produkcji hydrozeli, w ktérych obecno$¢ grup hydroksylowych
i sieciowanie umozliwia ich sprzg¢zenie z lekiem. Innym rozwigzaniem jest
tworzenie mikrokapsulek z HA zawierajacych lek. Yadav i in. [23] wskazali, ze
w tkankach nowotworowych czy w tkankach ze stanem zapalnym, wystepuje
nadekspresja receptorow kwasu hialuronowego. Sprzyja to zwigkszeniu wigzania
kompleksu HA-lek i ma istotny wptyw na efektywno$¢ leczenia.

W medycynie klinicznej, kwas hialuronowy jest stosowany jako marker do
diagnozowania wielu chorob, takich jak reumatoidalne zapalenie stawow,
nowotwory, schorzenia watroby [5]. Wedlug badan Geramizadeh i in. [24]
okreslenie poziomu HA w surowicy krwi moze by¢ przydatne do oceny stopnia
zwldknienia watroby u pacjentdw z zapaleniem watroby typu B. U oséb z HBV,
zawartos¢ HA waha si¢ na poziomie 73,4+ 124,8 ng/ml, przy normie
20,4 £15,5ng/ml. U pacjentow z rozlegla marskoscia watroby poziom HA
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oscyluje wokot wartosci 309.7 = 143.5 ng/ml, a u tych z tagodng w granicach
24,7+31.9ng/ml. HA moze by¢ stosowany jako biochemiczny marker
w diagnostyce atrezji drog zotciowych powodowanej powszechnie przez przedtu-
zong z6taczke wieku niemowlecego [25]. Kishida i in. [26] w swoich badaniach
udowodnili, ze omawiany zwigzek moze by¢ réowniez wskaznikiem obecnosci
stanu zapalnego w szyjce macicy lub w blonie ptodowe;j, ktore mogg by¢ przyczyna
przedwczesnego porodu. Badania Kogana i in. [6] wskazaly tez na mozliwos¢
szybkiego zdiagnozowania obecno$ci nowotworu ztosliwego u czlowieka.

Otrzymywanie kwasu hialuronowego z organizmow zwierzecych
oraz metodami biotechnologicznymi

Jak dotad podstawowym sposobem otrzymywania HA jest jego izolacja
z rdznych czgsci organizmow zwierzecych, tj. grzebieni kogucich, gatek ocznych
kregowcow, skory rekina, pepowiny. W procesie tym otrzymuje si¢ gtownie
wielkoczasteczkowy HA. Srednia masa molowa powszechnie dostgpnych
ekstrakcyjnych preparatow HA z tkanek zwierzecych, ma wielko$¢ od kilkuset
tysieccy Da do okolo 2,5 MDa. Grzebienie kogucie, to tkanka zwierzeca
o najwickszej zawartosci HA (7500 pg/ml) [5]. Kang i in. [27] opisali efektywna
metode otrzymywania HA z materialu zwierzecego, w ktorej mozna bylo
uzyska¢ z 500 g grzebieni kogucich 500 mg suchego kwasu hialuronowego,
natomiast Amagai i in. [28] — metod¢ otrzymywania kwasu z gatek ocznych
tunczyka wielkookiego Thunnus obesus. Zrédtem kwasu hialuronowego moze
by¢ rowniez ludzka pgpowina [29].

Proces pozyskiwania kwasu hialuronowego ze zrédet zwierzgcych ma kilka
istotnych wad [4]. HA wystepuje naturalnie w organizmach zwierzecych jako
kompleks z innymi biopolimerami, na przyklad biatkami. Zwiazki te, bedac
zanieczyszczeniem preparatow HA moga wykazywaé dziatanie alergenne. I tak
Andre 1 in. [30], prowadzac badania na grupie 4320 pacjentéw, odnotowali
wystapienie nadwrazliwosci u 34 o0sob (w 16 przypadkach zmiany wystapity
niemal bezposrednio po wstrzyknigciu HA, u pozostalych osob pojawity sie
z pewnym opoOznieniem). Obserwowane reakcje zapalne w poblizu miejsc
wstrzykniecia kwasu, to: opuchlizna, zaczerwienienie, ropnie, guzki, ziarnina
typu ciata obcego. Ponadto w probkach kwasu mogg znajdowaé si¢ Sladowe
ilosci kationéw metali, co moze stanowi¢ potencjalne ryzyko zmniejszenia masy
czasteczkowej] HA, a w konsekwencji zmiang jego wiasciwosci. Obecnosé
w preparatach pozostatosci kwasow nukleinowych doprowadza czasami do
indukcji cytokinin zapalnych [4]. Z tych powodéw, po kazdym procesie produkcji
istnieje koniecznos¢ przeprowadzania specjalnych procedur oczyszczajacych,
majacych na celu otrzymanie czystego kwasu. Stosuje si¢ roznorodne metody,
takie jak: traktowanie probek proteazami; wytragcanie kwasu hialuronowego, np.
chlorkiem cetylopirydyny; oczyszczanie na membranie ultrafiltracyjnej; wytracanie
HA bez rozpuszczalnika i liofilizacja.
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Rysunek 3. Schemat powstawania kwasu hialuronowego u bakterii z rodzaju
Streptococcus [31]

Ze wzgledu na wyzej wymienione niedoskonatosci kwasu hialuronowego
otrzymywanego ze zrodel zwierzecych, coraz wigksza uwagg zwraca si¢ na metody
bazujace na hodowli odpowiednich szczepoéw bakterii. Kwas hialuronowy wyizolo-
wano po raz pierwszy z chorobotworczych bakterii z rodzaju Streptococcus [31].
Wystepowal on w grubej otoczce tych mikroorganizmow. Badajac metabolizm tych
drobnoustrojow, Chong i in. [31] stwierdzili, ze kwas D-glukuronowy i N-acetylo-
glukozamina (sktadniki disacharydu HA) powstawaly w komorkach bakterii
odpowiednio z glukozo-6-fosforanu i fruktozo-6-fosforanu. W procesie tym
uczestniczylo wiele enzymow: fosfoglukomutaza, UDP-glukozo-dehydrogenaza,
UDP-glukozo-pirofosforylaza, syntaza HA, amidotransferaza, acetylotransferaza,
mutaza i pirofosforylaza (rysunek 3). Na zsyntetyzowanie 1 mola HA byly
zuzywane 4 mole ATP.
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Ze wzgledu na to, ze w procesach biotechnologicznych nie mogg by¢
wykorzystywane bakterie chorobotworcze, podjeto proby znalezienia drobno-
ustrojow majacych status GRAS, ktore mozna bytoby wykorzystaé w procesach
biosyntezy kwasu hialuronowego. Szczegdlng uwage zwrdcono na niepatogenne
bakterie fermentacji mlekowe;.

Izawa 1 in. [32] dokonali skriningu 46 szczepow bakterii Streptococcus
thermophilus wyizolowanych z produktow spozywczych. Przeprowadzili
hodowle bakterii na odtluszczonym mleku i okreslili ilos¢ wyprodukowanego
HA. Zdolno$¢ wytwarzania biopolimeru odnotowano u sze$ciu szczepOw.
Najwickszg ilos¢ kwasu (8 mg/l) wytwarzat szczep YIT2084. Po jego hodowli
w optymalnych warunkach (temp. 35°C, 100 obr/min, pH 6,8) na pozywce
z mleka z peptydami sojowymi jako zrodtem azotu uzyskano 208 mg HA/I. Chie
i Lee [33] podjeli probe opracowania procesu otrzymywania HA przy
wykorzystaniu szczepéw bakterii fermentacji mlekowej modyfikowanych
genetycznie. W tym celu uzyli bakterii Lactococcus lactis, do genomu ktérych
wprowadzali geny syntazy HA i UDP-glukozo-dehydrogenazy. Geny odpowie-
dzialne za synteze tych enzymow uzyskano z genomu Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus. System ekspresji ww. genéow w bakteriach L. lactis znajdowat sig
pod kontrola nizyny (naturalnej bakteriocyny, wytwarzanej przez te bakterie).
Przeprowadzono dwuetapowa hodowlg rekombinata LL-NA z genem has oraz
podwdjnego rekombinata LL-NAB z genem has i genem kodujacym UDP-
glukozo-dehydrogenazg. W pierwszym etapie namnazano biomas¢ na pozywce
zawierajace 0,5% w/v glukozy. W drugim etapie, bakterie hodowano w pozywce
z 1% w/v glukozy, do ktorej w pewnym momencie dodawano nizyn¢ w celu
zaindukowania ekspresji wstawionych gendéw. Po zakonczeniu hodowli, w wa-
riancie do$wiadczenia z bakteriami LL-NA zawarto§¢ HA wynosita okoto
0,08 g/l, natomiast w wariancie z rekombinantem LL-NAB byla ponad 8-krotnie
wyzsza. Otrzymane wyniki potwierdzity fakt, Zze poziom ekspresji genu
kodujacego UDP-glukozo-dehydrogenaze u L. lactis jest niski. Zatem zasadne
jest wprowadzenie dodatkowego genu kodujacego UDP-glukozo-dehydrogenaze
ze Streptococcus.

Proba udoskonalenia wyzej opisanej metody produkcji HA byto wpro-
wadzenie do genomu bakterii L. lactis, obok dwoch opisanych wczesniej genow,
takze genu kodujacego UDP-glukozo-pirofosforylazg [34]. Szczep SJR2 zawieral
gen hasA (syntaza HA) i1 hasB (UDP-glukozo-dehydrogenaza), natomiast szczep
SJR3 gen hasA, hasB oraz hasC (UDP-glukozo-pirofosforylaza). Po 15 godzinnej
hodowli obu rekombinantéw uzyskano w przypadku rekombinata SJR2 okoto
100 mg HA/I, natomiast w przypadku SJR3 nieco ponad 200 mg HA/l. Prasad
i in. [34] przeprowadzili hodowle dwoch wyzej wymienionych szczepow
w bioreaktorze. Najlepsze wyniki zawartosci HA (1,8 g/l) uzyskano w hodowli
napowietrzanej szczepu SJR3.

W chwili obecnej najczesciej wykorzystywanymi szczepami do produkcji HA
sa naturalne szczepy S. equi i S. equi subsp. zooepidemicus [4]. W warunkach
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tlenowych, w temperaturze hodowli w zakresie 36-40°C oraz przy pH
obojetnym, ilos¢ wytwarzanego HA wahata si¢ w granicach 3-6 g/l. Wydajnos¢
ta zalezy od uzyskanej masy czasteczkowej kwasu. Czas hodowli jest
ograniczony ze wzgledu na rosnaca lepkos$¢ cieczy pohodowlanej, wynikajaca
z wlasciwosci samego kwasu. Przeprowadzono wiele prob majacych na celu
zwigkszenie iloSci wytwarzanego kwasu hialuronowego w hodowlach bakterii
S. zooepidemicus. Liu i in. [35] badali wptyw dodawania n-dodekanu na ilos¢
wyprodukowanego HA. Badacze stwierdzili, ze przy st¢zeniu n-dodekanu
wynoszacym 5% nastepuje wzrost produkcji kwasu hialuronowego o 30%.
Zwiazek ten wptywat rowniez na wielko$¢ masy czasteczkowej HA. Wzrosta ona
z poziomu (1,3£0,1)x10°Da do (1,940,2)x10° Da, gdy stezenie n-dodekanu
wynosito 3%, a nastepnie zmalata do 1,6x10° Da przy stezeniu 5%. Zwickszenie
ilosci wytwarzanego kwasu hialuronowego przez S. zooepidemicus mozna byto
takze osiggnaé poprzez zastosowanie w hodowli przerywanego stresu
alkalicznego [36]. W tego typu hodowli, pH bylo utrzymywane na poziomie 7,0
przez pierwsze 6 godzin, po czym byto szybko podwyzszane do wartosci pH 8,0
na 0,5 godziny, nastepnie do wartosci pH 8,5 na 1 godz. i do pH 9 na 1,5 godz.
Ostatecznie powracano do pH 7 na 1 godz. przed zakonczeniem procesu
fermentacji. Stosujac opisany sposob hodowli udato si¢ uzyska¢ wzrost produkcji
kwasu hialuronowego z poziomu 510,1 g/l (kontrola) do 6,5+0,2 g/I.

Ze wzgledu na koniecznos¢ hodowli bakterii kwasu mlekowego, w tym takze
z rodzaju Streptococcus na drogich pozywkach, zaczgto poszukiwaé mnigj
wymagajacych szczepow drobnoustrojow. Jednym z obiecujacych, potencjalnych
kandydatow do produkcji kwasu hialuronowego sa Gram-dodatnie bakterie
Bacillus subtilis [5, 37]. Ich genom zostat dobrze zbadany, co utatwia mani-
pulacje genetyczna. Ponadto zaleta tych szczepow jest tatwos¢ hodowli na
duzg skale oraz brak wytwarzania egzo- i endotoksyn. Co wigcej, B. subtilis nie pro-
dukuje hialuronidazy, ktéra moglaby zniszczy¢ syntetyzowany przez bakterie HA.

W procesie otrzymywania kwasu hialuronowego wykorzystano szczep
B. subtilis RB161 niosacy gen hasA ze Streptococcus equisimilis [5]. Tak
skonstruowany szczep wytwarzat zewnatrzkomorkowo HA o masie czasteczko-
wej w zakresie 1 MDa. Produkcja HA przez te bakterie byla ekonomiczna,
poniewaz rosty one na minimalnej, a wigc taniej pozywce. Widner 1 in. [37]
opisali hodowle szczepu B. subtilis RB161 metoda okresowg z zasilaniem pod
katem uzyskiwania HA. Przeprowadzili ja w bioreaktorze o pojemnosci 3 I, na
minimalnej pozywce, zawierajacej sacharoz¢ jako zrédto wegla. Ilos¢ HA
zwickszata si¢ do okolo 25 h hodowli i osiggata poziom okoto 1,0 g/l. Zwigksze-
nie produkcji kwasu hialuronowego przez B. subtilis mozna bylo uzyskaé poprzez
koekspresje enzymu UDP-glukozo-dehydrogenazy ze Streptococcus z syntaza
HA, co powodowato dwukrotny wzrost ilosci wytworzonego kwasu [38]. Przepro-
wadzono rowniez badania wplywu genu kodujacego bakteryjng hemoglobing,
pochodzacego z Vitreoscill na wzrost iprodukcje HA przez te bakterie [38].
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Po 30 h hodowli, obserwowano zwigkszenie populacji komorek o 25% oraz
produkcji kwasu hialuronowego o 100%. Wydajnos¢ HA wynosita 1,8 g/l

Kolejna bakterig wykorzystywang do wytwarzania kwasu hialuronowego byta
Escherichia coli [39, 40]. Mao 1 in. [40] opisali szczep JIM109, do ktérego
wprowadzili gen pmHas kodujacy syntaze HA, (pochodzacy z bakterii
Pasteurella multocida) oraz gen kfiD kodujacy UDP-glukozo-dehydrogenaze
(pochodzacy ze szczepu K5 E. coli). Szczepem wyjSciowym, poddawanym
modyfikacjom genetycznym, byt szczep E. coli IM109/pBQ niewytwarzajacy
HA. Poczatkowo ww. autorzy przeprowadzali hodowle wstrzasane w kolbach.
Stosujac rekombinowany szczep JM109/pHK, uzyskali w czasie 24 godzin
hodowli kwas o masie czgsteczkowej 1,5 MDa w ilosci 0,55 g/l. W kolejnym
etapie przeprowadzili hodowlg bakterii w 1 1 bioreaktorze zawierajacym 500 ml
bulionu Terrific, do ktérego dodatkowo wprowadzano 100 pg/ml ampicyliny
1100 pg/ml kanamycyny. Pierwszy etap hodowli trwal 4 godziny, pH bylo
utrzymywane na poziomie 6,8, temperatura na poziomie 37°C. Po tym okresie,
w celu wywotania ekspresji genow pmHas 1 kfiD, do pozywki dodawano izopro-
pylotiogalaktozyd (IPTG), glukoze i fosforan amonu, w ilosciach, odpowiednio
1 mM, 50 g/1 i 10 g/l pozywki. Temperatur¢ obnizono do 30°C, aby umozliwi¢
lepsza ekspresj¢ zrekombinowanych biatek. Po 14 godzinach dodawano druga
porcje pozywki o tym samym skladzie. Wprowadzono réwniez rézne ilosci
glukozaminy (do stgzenia 25 g/l) i fosfomycyny (do stezenia 200 pg/ml). Wyniki
doswiadczen wykazaly, ze w hodowli z okresowym zasilaniem mozna bylo
otrzyma¢ w cieczy 2,0-3,8 g/l kwasu hialuronowego (0,027 g HA/g glukozy).
Wydajno$¢ rekombinantow E. coli byla jednak 2-3 razy nizsza niz naturalnych
producentow kwasu hialuronowego Streptococcus (0,065-0,088 g HA/g
glukozy). Produktywno$¢ jest lepsza w warunkach tlenowych i zwigksza si¢ o
35% przy utrzymywaniu rozpuszczalno$ci tlenu na poziomie 10%. Synteza
kwasu hialuronowego jest powigzana z namnazaniem biomasy. Zbyt duza ilo$¢
biomasy moze powodowac trudnosci w dostarczaniu sktadnikow odzywczych do
wszystkich bakterii, co powoduje zahamowanie wytwarzania kwasu hialuronowego.
Oddzielenie od siebie dwoch procesoOw: namnazania biomasy i produkcji HA,
umozliwia uzyskanie lepszych wydajnosci produktu. Uzycie do inhibicji wzrostu
bakterii fosfomycyny powoduje zwickszenie produkcji HA o 70%. Dodatek
glukozaminy (skrocenie szlaku biosyntezy HA) przyczynia si¢ do wzrostu
produkcji kwasu o 37%. Do modyfikacji bakterii E. coli uzywano rowniez genow
kodujacych syntaze kwasu hialuronowego pochodzacych ze S. pyogenes lub
S. equisimilis [39]. Uzyskano mniejsze wydajnosci kwasu (odpowiednio: 48 mg/1
z 48-godzinnej hodowli i 190 mg/l z 24-godzinnej hodowli).

Metody pozyskiwania kwasu hialuronowego z wykorzystaniem mikro-
organizmow maja kilka wad [5]. Niektore z nich to: ryzyko mutacji w szczepach
bakteryjnych, mozliwo$¢ wytwarzania roznych toksyn, pirogenéw i immunogenow.
Te powody przyczyniajg si¢ do tego, ze kwas hialuronowy pochodzacy z grze-
bieni kogucich jest nadal preferowanym preparatem stuzagcym do leczenia
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czlowieka w przypadkach, gdy preparat jest wstrzykiwany do oka czy stawu
kolanowego. Obecno$¢ niekorzystnych substancji wymusza konieczno$¢ zastoso-
wania procedur majacych na celu oczyszczenie preparatow. W chwili obecnej
wykorzystuje si¢ wiele roznych sposobdéw oczyszczania kwasu hialuronowego
pochodzenia mikrobiologicznego, podczas ktorych zwraca si¢ szczegodlng uwage
na to, aby nie ulegt on degradacji [4]. Po zakonczeniu hodowli, otrzymuje si¢
lepka ciecz pofermentacyjna, ktorg rozciencza si¢ woda i odfiltrowuje lub
odwirowuje w celu oddzielenia biomasy bakteryjnej. HA jest wydzielany
zewnatrzkomorkowo, wiec znajduje si¢ w cieczy pohodowlanej, ktorg poddaje
si¢ kilku etapom oczyszczania. Dla przykladu, Rangaswamy i Jain [41] lepka
zawiesing zawierajaca 5 g HA/I rozcienczali woda i wirowali przez 20 min
w temp. 4°C. Kwas hialuronowy obecny w cieczy wytracali 2-propanolem,
a nastgpnie zawieszali w octanie sodu. Roztwor ten w temperaturze pokojowe;j
wytrzasali z zelem krzemionkowym (2%) przy 150 obr/min przez 2 godziny
i wirowali przez 20 min w 4°C. Nastepnie roztwér przepuszczali przez filtr
weglowy 1 po 5-krotnym rozcienczeniu oczyszczali za pomoca ultrafiltracji
w trybie diafiltracji. Ostatnim etapem byta filtracja sterylizujaca, w ktorej
wykorzystywali filtry o wielkosci porow 0,22 um. W powyzszej metodzie 96%
zanieczyszczen bylo usuwanych poprzez dziatanie zelem krzemionkowym i przy
wykorzystaniu filtrow weglowych. Dalsze postgpowanie pozwalato uzyskaé
produkt z 0,06% biatek w stosunku do HA. Opisana powyzej metoda byla prosta,
efektywna, dawala wysokg wydajno$¢ oczyszczania probek kwasu hialuronowego,
a preparaty HA otrzymane w ten sposob ze wzgledu na swoja czystos¢ mogly
by¢ uzywane w medycynie.

Podsumowanie

Niedoskonatosci ekstrakcyjnego kwasu hialuronowego otrzymywanego z ma-
terialu zwierzecego 1 jednoczesnie olbrzymie mozliwosci zastosowania omawianego
polimeru wskazuja na potrzebe kontynuacji badan nad otrzymywaniem i oczy-
szczaniem kwasu hialuronowego przy wykorzystaniu bakterii. Dalsze prace
zmierzajace do opracowania optacalnej technologii produkcji kwasu powinny
by¢ ukierunkowane na doskonalenie szczepow poprzez §wiadoma modyfikacje
ich genomoéw oraz doskonalenie metod hodowli niwelujacych negatywne za-
lezno$ci migdzy ilo§cig namnozonej biomasy a produkcjg HA.
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Hyaluronic acid — characterization, production
and application

Abstract: In this review, bibliography concerning the structure and the
properties of hyaluronic acid (HA) as well as the localization and the
functions of this compound in human organism were presented. The
methods of HA preparations obtainment including the extraction of animal
tissues and production in biotechnological processes were described. The
advantages and disadvantages of above mentioned methods were pointed.
In the section of this review dealt with HA microbiological production,
modifications of the genomes of lactic acid bacteria as well as Escherichia
coli and Bacillus subtilis strains to improve the HA productivity were
shown. Consideration was taken to introduce hyaluronic synthases, UDP —
glucose dehydrogenase and UDP-glucose pyrophosphorylase genes.
Methods and culture conditions of bacteria as well as HA yield were
presented. Applications of hyaluronic acid and its derivatives in therapy,
diagnostics, aesthetic medicine as well as in cosmetology were presented.
An insight on HA utilization in drug targeting and drug delivery was made.
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