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Seznam zkratek a vysvétlivek

ACN acetonitril

ACT aceton

AGE reaktivni kyslikové a dusikové slouc¢eniny
Al aktivacni index

BuOH n-butanol

(ca )1 koncentrace latky A v prvni fazi

(ca )2 koncentrace latky A v druhé fazi

CC kolonova chromatografie

CCALA autotrofni organismy z Botanického tstavu AV CR
CCC protiprouda chromatografie

CD glykoprotein

CD69 povrchovy glykoprotein shluk diferenciace 69
CM rezim soubézné eluce

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

2,2 DPPH 2,2-diphenyl-1picrylhydrazyl

DW  suchéd hmotnost biomasy

ESI zdroj elektrosprejové ionizace

EtoAc ethyl-acetat

EtOH ethanol

F pritok mobilni faze

FPP plocha fotobioreaktoru

FSC granulocyty s profily pfedniho rozptylu
GC plynova chromatografie

GGPP geranylgeranylpyrofosfat

H>O voda



HDL lipoprotein s vysokou hustotou
HPCCC vysokoucinna protiproudd chromatografie

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC-DAD vysokoucinna kapalinova chromatografie s detekci plochy piki diodovym

polem

HRMS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim

HSCCC vysokorychlostni protiproudd chromatografie

K rozdélovaci koeficient

LC kapalinova chromatografie

LDL lipoprotein s nizkou hustotou

L-DOPA levodopa

LC spodni faze

LLC kapalinova chromatografie systému kapalina-kapalina
LSC kapalinova chromatografie v systému kapalina-pevna latka
MAA mykosporin

MF mobilni faze

MFI intenzita fluorescence

Myx myxoxanthophyll

NF-kB c-Rel jaderny faktor-kB

n-Hep n-heptan

NK cytotoxicka buiika, souc¢ast imunitniho systému, ptirozeny likvidator

NO oxid dusnaty

O.D. opticka hustota

ONOO peroxynitrit

OO peroxylové radikaly

PBS fosfatem pufrovany solny roztok
PC papirova chromatografie

PE fycoerythrin



PHA fytohemaglutinin

RF reverzni faze

RNS reaktivni dusik

ROS reaktivni kyslik

SF stacionarni faze

SHR spontanné hypertenzni potkani

SSC granulocyty s profily bo¢niho rozptylu
T2DM diabetes mellitus 2. typu

TAG triacylglycerol

TLC tenkovrstva chromatografie

Tr retencni Cas

UCP1, UCP2 a UCP3 mitochondrialni rozpojovaci proteiny
UP horni faze

Vc objem kolony

VM objem mobilni faze

Vs objem stacionarni faze



1. UVOD

V soucasné dobé je globdlni trh pfesycen produkty, které obsahuji pigmenty ziskané
organickou syntézou. S rostoucimi ditkazy o nebezpeci konzumace téchto chemickych latek a se stale
zvysujicim se trendem pouzivani ptirodnich surovin, roste zajem spotiebitell o pfirodni slozky
karotenoidy, jejich hlavnimi zdroji jsou mikrofasy, predev§im sinice-fotosyntetické¢ bakterie
(cyanobakterie). Sinice Synechocystis salina je jednim z nejrozsahleji studovanych druhti, obsahuje
fadu pigmentt (chlorophyll, phycocyanin, fucoxanthin, f—caroten, astaxanthin, lutein, zeaxanthin,
cantaxanthin), vitaminy (A, B1, B2, B3, B6, B12, C, E, H, kyselina listova, kyselina pantotenova),
minerdly a stopové prvky (K, Ca, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, P, Se, Na, Zn), nukleové kyseliny,
antibakterialni, antivirové a fungicidni latky. Jejich vyznamné biofunk¢ni vlastnosti prilakaly
pozornost fady primyslovych odvétvi farmaceutickych firem a vyzkumnych pracovnikd. Jednim
zméné znamych karotenoidii je Zluty pigment myxoxanthophyll, glykosylovany, monocyklicky
karotenoid, ktery nebyl dosud komer¢né nabizen. Jeho vyjimecné ti¢inky na lidsky organismus budou
dale zkoumany a myslim, Ze i potencionaln¢ prospésné vyuzity v potravinaiském, farmaceutickém a
kosmetickém primyslu. Cyanobakterie Synechocystis salina je jedinecnym zdrojem pigmentt, avSak
pro ziskdvani myxoxanthopyllu z této biomasy nebyl prozatim vyvinut Zadny ucinny a nakladové

efektivni izolacni proces, ktery by bylo mozné uvést do primyslového méritka.
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2. CiL PRACE

Cilem mé prace byla izolace vzacného pigmentu myxoxanthopyllu z mikrofas, konkrétné
z cyanobacterie Synechocystis salina pomoci vysokoucinné protiproudé chromatografie (HPCCC)
a jeho nasledna purifikace pomoci HPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie). Tento zptisob
separace s pouzitim dvou nemisitelnych kapalin ma fadu vyhod, napft. velka kapacita plnéni vzorku,
vysoka vytéznost, nizka spotfeba rozpoustédel a velkd provozni univerzalnost mobilni a staciondrni
faze. Naslednym ukolem bylo testovani antioxidacnich, tyrosindzovych a imunitnich ucinka

myxoxanthophyllu na lidské zdravi.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Mikrofrasy - Sinice (Cyanobakterie)

3.1.1 Obecna charakteristika taxonomie

Sinice (Cyanobacteria) jsou evoluéné velmi staré organismy. Radime je mezi mikrofasy, diky
jejich schopnosti fotosyntézy a reprodukénim vlastnostem. Jejich prvni paleontologické nalezy
pochézeji z doby pied 3,5 miliardami let. Jedna se o prokaryotni organismy s fotosyntézou rostlinného
typu provazenou tvorbou kysliku. Vyznamné ovlivnily globéalni ekosystém, zejména vznikem
kyslikaté atmosféry. Tim poskytly podminky pro vyvoj dalSich organismu. Jejich modrozelené stélky
jsou jednobunééné nebo vlaknité v obou piipadech se vyskytuji jednotlivé nebo tvofi kolonie. Jsou
vSeobecné rozsifené ve vodnim prostiedi, ve slané i sladké vodé, v ptidé nebo na povrchu kament a
skal. Jsou schopné zit i v extrémnich podminkéch. Zname druhy, které vegetuji v horkych pramenech
(teplota 50-90 °C) nebo na sn¢hu a ledu. N&které sinice (rod Nostoc, Gloeocapsa, Stigonema) ochotné
vstupuji do symbiotickych reakci s jinymi organismy, napf. liSejniky, nahosemennymi rostlinami ¢i
prvoky. [1,2,3]

V soucasnosti je znamo asi 200 rodl a nékolik tisic druhii sinic. JelikoZ chybi detailné;si
prozkoumani néckterych oblasti, napt. tropl, je skutecny pocet mnohem vys$i. Diky znaéné
proménlivosti (fenoplasticité) sinic se nepopisuji druhy, ale jen rody. Detailnéji bylo dosud popséno
jen velmi malo zastupct. Podle biochemickych charakteristik se da pouZit pro taxonomii déleni podle
obsahu karotenoidi nebo mastnych kyselin. S klasifikaci sinic maji taxonomové mnoho problémd,
jsou navrhovany rizné systémy, napt. podle molekularni analyzy. Zakladni rozd¢leni je do péti fadi:

e Chroococcales

o Chamaesiphonales
e COcillatoriales

e Nostocales

o Stigonematales [4]
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3.1.2 Morfologie, fyziologie, ekologie a kultivace sinic

Sinice patii mezi gramnegativni bakterie. Maji pevnou, vicevrstvou buné¢nou sténu a na rozdil
od eukaryotnich organismti nemaji bunécné jadro ani bunééné organely (chloroplasty, mitochondrie,
Golgiho téliska apod.). Nemaji mikrotubuly, cytoskelet ani zddny bicik.[1] Nejvice napadnymi utvary
v cytoplazmé jsou ploché vacky s fotosyntetickym apardtem, tzv. thylakoidy. Maji na svém povrchu
drobné utvary fykobilizomy, které obsahuji specificka barviva dva modré pigmenty (C-phycocyanin
a allophycocyanin) a jeden ¢erveny (C-phycoerythrin). Tyto svétlomérné pigmenty umoziuji mimo
jiné 1 fotosyntézu sinic pfi velmi nizké hlading osvétleni hluboko pod hladinou vody, uvnitt piidy,
v kamenech, v jeskynich atd. V thylakoidech jsou obsazeny pigmenty chlorophyll, hlavni
(fotosynteticky) pigment p—caroten, zeaxanthin, echinenon a myxoxanthophyll (specificky
xanthophyll sinic). [62]

Hlavni zasobni latkou u vétSiny sinic je sinicovy Skrob, ktery je svymi vlastnostmi shodny
s glykogenem nékterych bakterii, hub a zivocichti. V bunikach se také nachazi cyanofycinova zrnka a
v nich uloZené aminokyseliny, které piedstavuji dusikatou zdsobni latku. Polyfosfatové granule
(volutin) jsou diilezité v kritickém obdobi nedostatku fosfore¢nanti z prostiedi.[1]

Sinice, které tvofi vodni kvét, tzv. aerotypy obsahuji v cytoplazmé plynné méchyiky.
Jejich sténa je pomérné€ pevna a propustna pro plyny. Tato plynem naplnénd struktura je pouze u sinic
a n¢kterych druht bakteriich. U sinic fadu Nostocales a Stygonematales jsou specializované bunky,
tzv. heterocyty, které se vytvoii v bunice sinic asi v pribéhu 24 hodin jako reakce na nizky obsah
dusikatych latek v prostiedi. Heterocyty obsahuji thylakoidy, které na svétle neprodukuji kyslik,

protoze vazba plynného dusiku pomoci mikrogendzy probihd v pfisné€ anaerobnich podminkéch.[1]

cey

Sinice jsou soucasti sladkovodniho i moiského planktonu, ziji t¢éméf v§ude v narostech pidy,
na smacenych sténach uvniti kamenti. Mohou byt soucésti i extrémnich biotopt. Pfi nadbytku zivin
tvoii tzv. vodni kvét. N&které druhy jsou jedovaté, produkuji toxiny, které nejsou jen odpadnim
produktem, ale maji pfimo gen na jejich tvorbu. Sinice vstupuji do symbiotickych vztaht,
napft. s jatrovkami (Blasia), hlaviky (Anthoceros), kapradinami (4zolla), makrosemennymi rostlinami
nebo tvoii fykobiont liSejnikd. Sinice jsou vyraznym geologickym ¢initelem. Maji velky vyznam pfi
tvorbé nejstarSich geologickych utvar v zemi, tzv. stromatolidl, které vznikaji usazovanim

pfedevsim uhli¢itanu vapenatého v pochvach sinic. [62]
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Kultivaci sinic ziskdme mnoho cennych latek potenciondlné vyuzitelnych ve farmacii,
potravinaistvi a v kosmetickém pramyslu. Optimalni produkci téchto bioaktivnich latek mizeme
ovlivitovat shodnymi kultivacnimi podminkami. Je nezbytné nastavit nejlepsi riistové podminky
pro produkci biomasy a pro syntézu dilezitych metaboliti. Prvotni experimenty s kultivaci
se provadély na Petriho miskéch, v Erlenmayerovych bankach a v akvariich. Pokud byla aktivni latka
nalezena, bylo nutné vyvinout zafizeni na masovou kultivaci, napi. dlouhé svételné trubice
s probubléavajicim vzduchem, ploché kultiva¢ni nadoby nebo bazénky. Unikatni je vynalez kultivace

na plosinach, ktery vyzaduje minimum externi energie a poskytuje vysoké vynosy.[4]

3.1.3 Obsahové latky sinic (primarni a sekundarni metabolity)

Primarni metabolismus je soubor zivotn¢ dulezitych metabolickych reakci probihajicich
ve vSech rostlinnych a zivocisnych organismech. Mezi produkty primarniho metabolismu fadime
dalezité funkéni latky (napf. enzymy, nukleové kyseliny), strukturdlni soucésti protoplastt (proteiny,
membranové lipidy), meziprodukty metabolismu a zdsobni latky (sinicovy Skrob, glykogen). Naproti
tomu sekunddrni metabolity nejsou zpravidla zdrojem energie, jejich rozklad nemd vyznam pro
syntetizujici buiiku. Nepatii k zakladnimu biochemickému vybaveni buiiky.[5]

Sinice (Cyanobacteria) produkuji nepfeberné mnozstvi sekundarnich metaboliti, Casto
v riznych strukturnich variantach a ve velkych koncentracich. Biologicky aktivni metabolity jsou
cyanotoxiny, které snesou srovnani napt. s hadimi jedy. Bylo zjiSténo, Ze metabolity izolované
ze sinic vykazuji Siroké spektrum aktivit proti bakteriim, houbam, prvokiim, fasdm 1 savéim tkdnim.
V dnesni dobé je preferovan modernéjsi systém déleni, a to podle plisobeni toxinu, ktery rozdéluje
cyanotoxiny na neurotoxiny, hepatotoxiny, cytotoxiny, dermatotoxiny, embryotoxiny, genotoxiny
a mutageny, imunotoxiny, imunomodulatory a promotory nddorového bujeni (tumor promoting
factors). Podle poctu publikaci nejvétsi pozornost védcll zaujimaji hepatotoxiny a neurotoxiny. Byl
také zjiStén pozitivni vliv na lidsky organismus v ptipadé rodu Nostoc a to protinddorovy ucinek.
Nékteré sinice mohou tvofit soucasné vice cyanotoxinil, bylo popsano mnoho piipadii thynu krav,
koz, ovci a psii v disledku otrav z vody zamotené sinicemi. [1,4]

Dalsi velice dulezit¢ latky obsazené v bunéfnych membranach sinic jsou karotenoidy,
nezbytné pro udrZeni integrity fotosyntetického aparatu. Rlizné druhy a zmény cyanobakterii maji

ruzné karotenoidni kompozice a ristové podminky (intenzita svétla, zdroj dusiku).
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Sinice obsahuji karotenoidy, které se déli podle pritomnosti kysliku v jejich fetézci na karoteny
a xantofyly. Xantofyly obsahuji kyslik a diky pfitomnosti hydroxylu a keto skupiny jsou hydrofilni.

Hlavnimi karotenoidy jsou -caroten a jeho hydroxylové derivaty, echinenon, conthaxanthin
a karotenoidni glykosidy. Rod cyanobakterii zvany Synechocystis obsahuje 26 % [-carotenu,
36 % myxoxanthophyllu, 14 % zeaxanthinu a 18 % echinenonu a 6 % ostatnich zbytnych

karotenoidu. [6]

3.2 Karotenoidy

Témetr vSechny Zivé organismy na Zemi (s vyjimkou napf. chemolithotrofnich bakterii)
vyuzivaji ve svych metabolickych procesech chemickou energii, kterd je pfeménéna z energie
svételn¢ho zafeni pomoci fotoautotrofnich organismu, napf. sinice nebo fasy, v procesu fotosyntézy.
Z hlediska zivota na Zemi jsou tedy fotosyntetické pigmenty hlavné chlorofyly jednou z kli¢ovych
molekul.

Fotosyntetické pigmenty se u fas a sinic vyskytuji v thylakoidnich membranach chloroplasti
ve form¢ pigment-proteinovych komplexi-fotosystémi. RozliSuji se dvé skupiny barviv: zelené
chlorofyly a Zluto-oranZovo-Cervené karotenoidy. Jejich obsah a sloZeni je dileZitym ukazatelem
stavu fotosyntetického aparatu, zavisi na druhu rostliny, stafi asimilacnich organti, mineralni vyzivé
a také podminkach ristu (slunna a stinna mista). [61]

Karotenoidy jsou lipofilni rostlinné pigmenty zluté, oranZové nebo cCervené zabarvené.
Ve vysSich rostlinach jsou asociovany spolu s chlorofyly v chloroplastech, hlavné v listech, plodech
a kvétech, coz zplisobuje jejich zabarveni. Karotenoidy jsou soucasti bunéénych membran vSech
kyslikatych fotoautotrofnich organismii. Dale se vyskytuji jako produkty sekundarniho metabolismu,
napf. v cyanobakteriich, fasach, fototrofnich bakteriich a v nefotosyntetizujicich kvasinkéach
a plisnich. Zivo¢isné organismy nemaji schopnost tyto pigmenty syntetizovat. Ziskavaji je pouze

Z potravy a pietvati si je na latky jiné struktury nebo je ukladaji do svych tukovych tkéni. [7,8]
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3.2.1 Chemicka struktura

Z chemického hlediska patii karotenoidy do skupiny tetraterpentt (C40). Jejich zakladni

uhlikaty skelet je tvofen osmi jednotkami isoprenu (2-methyl-buta-1,3 dien).
Karotenoidy miizeme rozd¢lit na hlavni skupiny:
- podle obsahu kysliku
- karoteny — uhlovodiky, lisici se polohou dvojné vazby (a-caroten, B-caroten, y-caroten)
- xantofyly—funk¢ni kyslikaté derivaty (alkoholy, ketony)
- podle struktury fetézce
- acyklicka struktura — lycopen, phytoen
- monocyklicka struktura — y-caroten, torulen
- bicyklicka struktura-a-caroten, 3—caroten. [9]

Znamé karoteny jsou P-caroten a lycopen-oba jsou zékladni uhlovodikové karotenoidy
aneobsahuji ve svych strukturdch zadny substituent (dokonce ani kyslik). Xantofyly
nebo oxykarotenoidy jsou molekuly obsahujici kyslik. Lutein a zeaxanthin jsou dva xantofyly
se skupinami —OH ve svych strukturach, zatimco canthaxanthin a echinenon obsahuji = O skupiny.
Astaxanthin ma ve své struktufe jak —OH, tak = O skupiny. Dale nckteré karotenoidy jako
je violaxanthin a diadinoxanthin obsahuji epoxidové skupiny a dalsi, jako je dinoxanthin
a fucoxanthin ma ve svych strukturach acetylové skupiny. [10]

Barevnost karotenoidl je zptsobena pfitomnosti konjugovanych dvojnych vazeb nejcastéji
v konfiguraci ,,all trans®, coZ znamena, Ze vSechny dvojné vazby v fetézci zaujimaji tuto konfiguraci.
Avsak vlivem nékterych fyzikdlnich faktorti, zeyména vlivem svétla urcitych vinovych délek a

zvySenim teploty dochazi k tvorbé cis izomera. [9,11,12,13]

3.2.2 Vlastnosti karotenoidu a jejich potencionalni vyuziti ve farmacii

V Cistém stavu tvoii karotenoidy hnédocervené az temné purpurové krystaly prakticky
nerozpustné ve vodé, velmi malo rozpustné v niz§ich alkoholech a mastnych olejich a velmi dobfte
rozpustné v uhlovodicich. Jsou vyznamné citlivé viici plisobeni vzdusného kysliku, oxidac¢nich ¢inidel

a svétla. [9,14]
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V disledku obsahu konjugovaného systému dvojnych vazeb jsou za ptitomnosti kysliku velmi
snadno oxidovatelné. Pokud jsou dispergovany v kapalném prostiedi za pfitomnosti antioxidac¢nich
latek (tokoferoly) jsou znatelné stabilnéjSimi. [9,14]

Karotenoidy spolu s chlorofyly maji dtlezitou funkci pfi fotosyntéze, jsou povazovany
za nezbytné pii syntéze, akumulaci a udrzeni integrity fotosyntetického aparatu. Diky svému
odliSnému absorp¢nimu spektru zachycuji fotony jinych vinovych délek nez chlorofyly. Maji také
ochrannou funkci, chrani organismy pied fotooxidaci a fotoinhibici. Pfi nadbytku zachycené svételné
energie jsou schopné tuto energii pfeménit na teplo a tim ochranit ostatni soucasti fotosystému pied

destrukci. [15]

Dale tyto molekuly pomahaji pii riiznych chronickych onemocnéni, jako je diabetes mellitus,
metabolicky syndrom a v boji proti nékterym nemocem zpusobenych vlivem volnych radikal,
napt. nddorovd onemocnéni, degenerativni procesy starnuti a kardiovaskularni onemocnéni.

vvvvvv

Antixeroftalmickou aktivitu vitaminu A vykazuje asi 50 pfirozené se vyskytujicich sloucenin.
Nejvyznamnéj$i je B—caroten. V potravinach je Casto obsazen a-caroten, y-caroten a xantofyly.
[17,18,19]

Dalsi dualezitou vlastnosti karotenoidii je jejich pozitivni vliv na imunitni systém ¢lovéka.
Chrani lidskou kiizi pfed vysokou intenzitou slune¢niho zareni a UV zafeni, které muze vést
k poskozeni klize, popt. miize byt pficinou rakoviny ktze. [19]

Hlavni biologicky uc¢inek karotenoidl spoc¢iva v jejich antioxida¢ni aktivité, kazdy z nich,
1 kdyz jsou si podobné, ucinkuje na urcitou tkan. Vyssi denni davky karotenoidi, nez jsou doporucené,
mohou zbarvit kiiZi na dlanich a chodidlech. Tento pfiznak je neSkodny a vymizi, sniZime-1i denni
davkovani. [20]

Vétsina studii o karotenoidech byla zaméfena hlavné na preventivni a ochranné ucinky.
Nedavné studie vSak uvadéji, Ze karotenoidy mohou také hrat vyznamnou roli v 1é€bé riiznych jinych
nemoci. Ackoli mechanismy nékterych karotenoidli byly dobie prostudovany, vétSina ostatnich
ucinki karotenoidd, jako napf. jejich pro-vitamin A aktivita, metabolicka aktivita, u€inky na imunitni
a endokrinni systém, stejné jako jejich ucinky na regulaci bunééného cyklu, apoptéozu a bunécnou
diferenciaci jeSté nebyly detailn€ studovany. I kdyZ existuje fada probihajicich studii zkoumajicich
pouziti karotenoidll ke zvySeni zdravotni péce a krasy, vétSina z téchto studii byla provadéna jen na
zvirecich modelech. [10]
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Budouci oblasti vyzkumu se budou muset zaméfit na klinické studie u lidi. Je zde velky

potencial vyuziti karotenoidl pti vyvoji novych strategii pro prevenci, 1é¢bu a zvladani nemoci. [10]

3.2.3 Biosyntéza karotenoidu myxoxanthophyll ze cyanobakterie Synechocystis

Hlavnim karotenoidem v cyanobakteriich je B-caroten, jeho hydroxylové derivaty-zeaxanthin
a nostoxanthin, jeho ketoderivaty-echinenon a canthaxanthin a karotenoidové glykosidy-myxol- 2’ -
glykosidy a oscillol -2,2’- diglykosidy. V Synechocystis sp.PCC6803 jsou zastoupeny karotenoidni
slozky 26 %, B-caroten 36 %, myxoxanthophyll 18 %, echinenon 14 %, zeaxanthin a ostatni minoritni
6 %. Biosyntéza vSech karotenoidll vychazi ze v§eobecné metabolické drahy isoprenoidii objeveneé jiz
v 60 letech. Prvnim krokem je kondenzace dvou diterpentt GGPP (geranylgeranylpyrofosfat C20) se
vytvori karotenoid phytoen. Proces je v Synechocystis sp.PCC6803 katalyzovan fytoensyntazou.
Postupnym vytvarenim konjugovanych dvojnych vazeb vznika C40 bezbarvy karotenoid lycopen, z
n¢hoz se dale syntetizuji ostatni acyklické ¢i cyklické karotenoidy. Tato syntéza probiha rtiznymi
druhové specifickymi reakcemi zahrnujici napt. hydrogenaci, dehydrogenaci, cyklizaci ¢i oxidaci,
prip. kombinaci téchto pochodi. Piestoze vétSina gend, které se ti¢astni biosyntézy myxoxanthophyllu
byla identifikovana v nékolika organismech, vcetné¢ Symechocystis sp. PCC 6803, detailni
biosynteticka draha neni stale zcela objasnéna. Pfedpoklada se, ze tento pigment jakoZto specificky
karotenoid nékterych sinic, je syntetizovan vedlejsi drahou z y-carotenu, ktery vznika z lycopenu za
katalyzy lykopen cykldzou. [6] Souhrnny piehled biosyntézy karotenoidia poc¢inaje GGPP je popsan

na obrazku ¢.1. Chemicka struktura myxoxanthophyllu je zndzornéna na obrazku ¢.2.
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GGPP

CrtB (SIr1255) | phytoene synthase
15-cis-phytoene
CrtP (SIr1254) 'Y phytoene desaturase
(-carotene
CrtQ (Slr0940) ii-r.urr)lunr: desaturase

lycopene —»»myxoxanthophyll

- e CrtR (SI1468)
y-carotene

B-carotene —» —» zeaxanthin
CrtQ (SIr0088) ¢I3-;uru'.('r'<: ketolase i

echinenone
CrtR

3’-hydroxyechinenone

Obrazek 1: ZjednodusSend cesta pro biosyntézu karotenoidii v Synechocystis, zahrnuty pouze enzymy s ovérenou funkci.

(6]

HO CH, CHy

Obrazek 2: Chemicka struktura myxoxanthophyllu [40].

3.3 Chromatografie

3.3.1 Princip a rozdéleni

nebo kvalitativni 1 kvantitativni analyzu vzorkd. Béhem separace se vyuziva riiznych fyzikalnich,
fyzikaln€ chemickych a chemickych vlastnosti vzorku. Dochéazi k postupnému a mnohonasobné
opakovanému vytvafeni rovnovazného stavu délené latky (A) mezi dvé rizné nemisitelné faze.
Po dosazeni rovnovahy muze byt distribuce slozky A vyjadiena distribu¢ni konstantou K, jedna se

pomér koncentraci (c) této slozky ve dvou danych fazi (1,2).

K =(ca)i/ (ca)
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Jedna faze je stacionarni, nepohyblivd. Mlze mit rizné formy, napt. Castecky tuhé latky
o velikosti jednotek az stovek mikrometrii, vrstvicku kapaliny nanesenou na tuhych casticich
nebo kapalinou naplnéna kolona. Druhé faze je pohybliva a unasi separované latky. Podle zplisobu
provedeni délime chromatografie na CC-kolonovou chromatografii, PC-papirovou chromatografii
(staciondrni faze je chromatograficky papir) a TLC tenkovrstvou chromatografii, (staciondrni faze je

na sklen¢né desce nebo na aluminiové folii).
Dalsi déleni je podle fyzikalné-chemického déje, tzn. podle separacniho mechanismu
na adsorp¢ni, rozdé€lovaci, iontové vyménnou a gelovou chromatografii.

Primarni rozdéleni chromatografie je na kapalinovou (LC) a plynovou (GC) podle skupenstvi

mobilni faze. [21,22,23,25]

3.3.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je v systému kapalina-pevna latka (LSC); jedna se o tzv. adsorpcni
chromatografii. Je zaloZzena na riizné schopnosti latek v roztoku absorbovat se na povrch pevné faze,
nejprve dojde k absorpci podle afinity délenych slozek a potom je tieba latky z vazby uvolnit
desorbovat, to se provadi prostou eluci nebo vytésnénim roztokem latky, kterd ma k absorbentu vétsi

afinitu.

Druhy systém je kapalina-kapalina (LLC), tzv. rozdé€lovaci chromatografie, probiha v systému
dvou navzijem nemisitelnych kapalin a k separaci dochazi na zéklad¢ odliSnosti rozdélovacich
koeficient. Nedochdzi k vazbé na nékterou z fazi, a proto neni nutna nasledna eluce. V ptivodnim
provedeni postupovaly obé kapaliny protiproudné, v soucasné dob¢& se vSak jiz toto uspotradani
nepouziva. Jedna z kapalnych fazi zakotvi na inertni pevny nosi¢ a stane se tak staciondrni fazi,
zatimco druhd ptes tuto fazi pretékd. Pii normalnim uspotfadani je stacionarni fazi vodna faze (nebo s
vodou misitelnd), mobilni fazi je fdze nepolarni. Nosi¢i stacionarni fadze mohou byt latky, které
absorbuji znacné procento vody, aniZ by se zménilo jejich skupenstvi, napf. silikagel nebo dextran.
Toto uspofadani umozZnuje separaci polarnich ve vodé rozpustnych latek. Latky nepolarni je tfeba

separovat v tzv. chromatografii s pfevracenou fazi. [24]

Moderni separaéni technikou je vysokoucinna kapalinova chromatografie (High-Performance
Liguid Chromatography-HPLC). M4 vysokou efektivitu a v kratkém case dokdze rozdélit slozité

multikomponentni smési. Vyhodou HPLC je schopnost analyzovat termolabilni latky, které by
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pfi pouziti plynové chromatografie degradovaly, a tim by nebyla mozna analyza. Metoda HPLC
existuje ve dvou modifikacich:

e normalni HPLC — stacionarni faze je polarnéjsi nez faze mobilni

e reverzni HPLC — mobilni faze je polarnéjsi nez stacionarni, ktera se pouziva castéji.

Mobilni fazi mlze byt naptiklad voda, methanol, acetonitril a jejich smési v riznych pomeérech,
pufry a dalsi. Mobilni faze vstupuje do interakce se slozkami analyzované smési a konkrétni slozeni
mobilni faze miize vyznamnym zplisobem ovliviiovat celou analyzu.

Stacionarni faze je tvofena mikrocasticemi silikagelu (3 um — 10 um), na kterych je navazana
vlastni stacionarni faze. Vlastni stacionarni faize mtize byt tvotfena napiiklad nepoldrnimi uhlovodiky
(oktan, oktadekan) nebo polarnéjs$imi uhlovodiky s funkéni skupinou (-CN).

Kolonu obvykle tvoii nerezova trubice o vnitinim priméru okolo 4 mm a délce 5 cm — 25 cm,
ktera je naplnéna stacionarni fazi. O schopnosti kolony separovat urcité smési na jednotlivé slozky
opét rozhoduje zejména typ stacionarni faze zakotvené na silikagelovém nosici.

Vysokotlakd pumpa je velmi dalezitou souc¢asti HPLC aparatury. Kolony pro HPLC jsou
plnény mikrocasticemi (staciondrni faze), které¢ pii prichodu mobilni faze kladou zna¢ny odpor.
Z toho diivodu musi byt mobilni fize pod vysokym tlakem (az 40 MPa), aby mohla projit
pies kolonu.[25]

3.3.3 Vysokoucdinna protiprouda chromatografie (HPCCC)

Protiprouda chromatografie je systém chromatografie kapalina-kapalina, kde je stacionarni
faze udrZzovédna v kolon€ pomoci odstiedivé sily. Zahrnuje soubor souvisejicich technik, které
pouzivaji dv€ nemisitelné kapalné faze bez pevného podkladu. Obé kapalné faze ptichazeji
do vzajemného kontaktu, alesponi jedna faze je Cerpana pies kolonu, dutou trubku nebo fadu komor
spojenych s kanaly, kterd obsahuje ob¢ faze. Nastiiknuty vzorek prochéazi spolu s mobilni fazi
pres kolonu a podle svého distribu¢niho koeficientu jsou jednotlivé komponenty drzeny ve stacionarni
fazi a prechézi dale pres detektor a do sbérace frakei. K zajisténi spravné selektivity pro pozadovanou
separaci lze pouzit fadu systémi rozpousStédel a vybrat ten s nejvhodnéjSim distribu¢nim

koeficientem.

Moderni éra CCC zacala vyvojem planetarni odstiedivky od Dr.Yoichira Ita, ktera byla poprvé
predstavena v roce 1966 jako uzaviena spiralova trubice, ktera se otaci kolem ,,planetarni* osy. Dr.
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Yoichira Ita, pouzival jedinou civku a vyvazovacku plus sadu ,,volnych vodict®, které jsou trubkami
spojujici civku. Dr. Walter Conway a dals$i pozd¢ji vyvinuli design civky tak, ze na jednu civku bylo
mozné umistit vice civek, dokonce 1 civky raznych velikosti hadi¢ek. Edward Chou pozdéji vyvinul
a design trojité civky jako Pharmatech CCC, ktery mél mechanismus de-twist pro vedeni mezi tfemi
civkami. Nyni jsou k dispozici CCC dispozici s az 4 civkami, mohou byt v trubkach z PTFE, PEEK,
PVDF nebo z nerezové oceli. V roce 1982 byla funkce protiproudé¢ chromatografie vylepSena a
zefektivnéna na vysokorychlostni protiproudou chromatografii - High speed countercurrent
chromatography (HSCCC). Hydrodynamicky princip CCC je ¢asto uvadén na trh jako vysokoucinna
protiproudéd chromatografie (HPCCC) (obrazek €.3), kterd vyuzivd Archimédovu Sroubovou silu ve
spiralové civce, aby udrzely stacionarni fazi v koloné. Slozky systému CCC jsou podobné jako
konfigurace vysoce ucinné kapalinové chromatografie. Jedno nebo vice Cerpadel vstiikuje faze do
kolony, kterd je samotnym pfistrojem CCC. Vzorky se aplikuji do kolony vzorkovaci smyckou
naplnénou automatizovanou nebo manualni stiikackou a jsou monitorovany rtiznymi detektory, jako
je ultrafialova viditelnd spektroskopie nebo hmotnostni spektrometrie. Provoz cerpadel, pfistroje
CCC, vstiikovani vzorku i detekce 1ze ovladat ruéné nebo mikroprocesorem. [63]

V CCC je kapalna stacionarni faze zadrZovana uvnitf kolony pomoci odstiedivé sily, zatimco
mobilni faze protéka kolonou. Drzék kolony se otaci kolem své vlastni osy a zaroven se otaci kolem
osy odstiedivky stejnou thlovou rychlosti (o) ve stejném sméru (obrazek ¢.4). Tato rotace generuje
promé&nné odstiedivé silové pole, které vytvari michaci a usazovaci zony po celé délce stocené kolony
(obrazek ¢.5). Separace cilovych latek poté probihd na zéklad€ jejich hodnoty rozdélovaciho
koeficientu (K) pro dané nemisitelné¢ kapalné faze, tedy latky, které maji odlisné rozdélovaci
koeficienty. Mezi dvéma nemisitelnymi kapalnymi fazemi bude mozné separovat pomoci CCC.
Vzhledem k tomu, Ze tato nové vznikajici technologie nepouziva pevnou podporu jako stacionarni
fazi, nabizi oproti jinym typim chromatografie mnoho vyhod. M4 napf. jedine¢nou selektivitu,
vysoky objem nastfiku, déale poskytuje Uplnou regeneraci nastfiknutého vzorku, nizké riziko
denaturace vzorku a nizkou spotiebu rozpoustédel. [27] Vzhledem ke kapalné povaze staciondrni faze
v CCC je mozné pfipravit a pouzit rozpoustédlove systémy s velkym rozsahem polarity, ¢imz se
pokryje separace Siroké Skaly latek. Tato vSestrannost by mohla usnadnit vyvoj simultdnnich a

sekvenc¢nich izola¢nich platforem pro produkci vétsiho mnoZstvi riznych mastnych kyselin z fas.
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Obrazek 3: Vysokoucinna protiprouda chromatografie (HPCCC ) [fotografie porizena primo v laboratori Algatech]

Revolution Axis

Rotation Axis

Obrazek 4: Princip tvorby planetdrniho pohybu separacni kapilarni civky typu J v CC [59]
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Rotor axis

Decantation zone

. Obrazek 5:. Schematicky pohled na pohyb kapaliny v CCC kolondach [26]

3.3.4 HPCCC pro izolaci karotenoidi

Protiprouda separace karotenoidli za¢ina vybérem vhodného dvoufazového rozpoustédlového
systému, je k dispozici Siroka skala dvoufazovych smési rozpoustédel, véetné kombinace n-hexanu
(nebo heptanu), ethylacetatu, methanolu a vody v riznych pomérech. Méteny rozdélovaci koeficient
z rozdélovaciho experimentu bude indikovat eluéni chovéani slouceniny. Je zaddouci zvolit
rozpoustédlovy systém, ktery ma rozdélovaci koeficient mezi 0,25-4.

Vzorek je rozpustny v mobilni fazi, tato fize nese vzorek ptes staciondrni fazi. Dochézi
k separaci jednotlivych slozek vzorku podle rozdilné afinity k mobilni fizi a stacionarni fazi.
Stacionarni faze je pevné ukotvena v kolonég, zlistava tam a pfes ni je pumpovana mobilni faze.
V tomto piipad¢ je stacionarni faze (lower phase) tézka, polarn€js$i a mobilni faze (upper phase) lehka,
mén¢ polarni. Model reverzni faze je opacny. V koloné je stacionarni faze (upper phase) méné polarni
a opacna faze je mobilni, polarnéjsi (lower phase). Tento model umoznuje separaci polarngjsich slozek
vzorku, protoZe maji vySsi afinitu k mobilni fazi. Tento reverzni model byl pouZzit v separaci

myxoxanthophyllu v této praci. [61]
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3.4 Biologicka aktivita karotenoidi sinic

3.4.1 Typy biologickych aktivit

Sinice pomoci chemické energie ziskané fotosyntézou vytvari rizné biochemické slouceniny,
které maji velkou komer¢ni hodnotu diky antioxidacnim vlastnostem, zafivym barvam a pozitivnimu
ucinku na podporu zdravi. Tyto aktivity byly potvrzeny fadou studii a maji velky potencial pro dalsi
vyzkum. Mnoho rodli mikrotas, jako napt. Spirulina, Nostoc, Botryococcus a Porphyridium jsou
znamé pro vyrobu riznych druhii bioaktivnich sloucenin. Napt. Nostoc sp. R76DM se pouziva v
kosmetice k produkci aminokyselin podobnych mykosporinu (MAA), které vykazuji schopnost
absorbovat UV zateni. Extrakt z Arthrospira se pouziva jako prostiedek proti starnuti, eliminuje
znamky ptredCasného starnuti a odstranuje strie. [28] Sinicemi jsou produkovany rizné druhy
karotenoidl, mezi nejvice zkoumané patii B-caroten, astaxanthin, lutein, zeaxanthin, lycopen,
canthaxanthin a fucoxanthin. B-caroten je jednim z nejhojnéjSich zdroji provitaminu A, lutein a
zeaxanthin, jsou rozhodujici pigmenty v o¢ni makule a lutein byl také klinicky potvrzen inhibovat
kataraktu. Canthaxanthin také pomaha pii prevenci onemocnéni krevnich poruch je vSak také
prokazéano, ze je nebezpecny, pokud je uzivan ve velkém mnozstvi. Fucoxanthin je dalsi karotenoid,
ktery je produkovan sinicemi a je oblibeny pro své protirakovinné, protizanétlivé ucinky a proti
obezité. [28] V tabulce ¢.1 jsou uvedeny nejzndméjsi karotenoidy, jejich molekulova hmotnost,

absorp¢ni spektrum a jejich prospeésné biologické ucinky.
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Absorp¢i | Molekularni
Pigment Barva Pouziti a aktivita | Reference
spektrum hmotnost
. da Silva
Farmaceuticky a .
) Ferreira a
Chlorophyll 662,430 nm 892 zelena kosmeticky
. | San'tAnna
ramys
primy 2017
Fykobiliproteiny
Immunofluorescenc
) ni techniky, Sonania a
Phycoerythrin | 490-570 nm 240 000 cervena _
protilatkové kol,.2018
oznaceni
Phycoerytrocyani Chandra
560-600 nm 232000 oranZova
n a kol.,2017
potravinarské
barvivo, zmrzlina,
sladkosti, _
. ) Tavanandi
Phycocyanin 610-625 nm 232000 modra kosmetika,
) a kol.,2018
imunofluorescencn
i techniky, znaceni
protilatek
) Rastogi
Allophycocyanin| 650-660 nm 105000 zelenomodra
a kol.,2015
Karotenoidy
antioxidant,
425,450,480 . Nagy
B-caroten 536,87 oranzova pouzivané jako
nm _ a kol.2018
provitamin A
o Fonseca a
antioxidant,
. _ _ kol.20156,
Astaxanthin 477 nm 105000 cervena protirakovinovy
Guerin a kol.,
ucinek
2003
ucinky proti
420,444,467 obezité, Menichini
Fucoxanthin 658,91 olivove zelena o )
nm antiproliferativni a kol.,2018
aktivita

26




425,448,476 Zlutaveé Zuluaga
9 Lutein 568,87
nm cervena a kol.,2017
pouziva se u ocnich
chorob
428,454,481n souvisejicich s | Zuluagaa kol.,
10 Zeaxanthin 568,37 Zluta
m vékem, 2017
prtirakovinova
aktivita
Ratogi a
antiproliferativni,
kol.,2016,
11 Scytonemin 384 nm 544,56 zlutohnéda protizanétlivy
Soule a
ucinek
kol.,2007

Tabulka 1:Hlavni pigmenty sinic a jejich pouziti. str. 617 [28]

e Antiangiogenni a antitumorova aktivita

Angiogeneze je proces tvorby novych krevnich kapilar. Jestlize se stane neregulovanou
ma za nasledek fadu patologickych procest a chronickych onemocnéni, napt. revmatoidni artritidu,
psoriasis (lupénka), diabetickou retinopatii a nékterd nadorova onemocnéni. Karotenoidy (a-caroten,
lutein, zeaxanthin, lycopen, B-cryptoxanthin, fucoxanthin, astaxanthin), stejn€ jako p-caroten, mohou
byt uzitecné pti prevenci rakoviny. Existuji studie, zahrnujici in vitro a in vivo experimenty na sam¢ich
mysich C57BL / 6 a buitkkach B16F-10, které byly pouzity k hodnoceni antiangiogennich u¢inki -
carotenu. Kromé toho 1écba B-carotenem také inhibovala aktivaci a jadernou translokaci podjednotek
p65, p50 a c-Rel jaderného faktoru-kB (NF-kB), stejn¢ jako dalsi transkripéni faktory, jako je c-fos,
aktivovany transkrip¢ni faktor-2, a cyklicky adenosin.[29]

Jeden z druhti rakoviny traviciho traktu, ktery byl velmi zkouman, je rakovina tlustého stieva. 3-
caroten byl jednim z prvnich karotenoidi, jehoz pozitivni Uc€inek proti této rakoviné byl prokazan.
Byla objevena neptima zavislost mezi ptijmem B-carotenu a riziky kolorektalnich adenomu. Podobné
astaxanthin a canthaxanthin byly zkoumdany jako preventivni a ochranné latky, protoze ftidi
hyperproliferaci bun¢k indukovanou karcinogenem ve dvou organech. Fucoxanthin dal§i vyznamny
karotenoid byl extrahovan z Phaeodactylum tricornutum a studie potvrdila jeho vliv na bunky
rakoviny tlustého stteva DLD-1 prostfednictvim své silné inhibi¢ni aktivity na B-glukuroniddzu. Dale
byl studovan ucinek, indukujici apoptéozu na buiikach lidské leukémie HL-60. Inhiboval mnozeni

bunék HL-60 a indukoval fragmentaci DNA, charakteristicky rys apoptotickych bunék.
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U fucoxanthinu byla prokazana in vitro inhibice proliferace nadorti bun¢k lidského hepatomu SK-
Hep-1 a jaterni BNL CL2. Dale bylo uvedeno, ze indukuje buiiky adenokarcinomu zéastavou cyklu ve

fazi GO / G1 v lidském tlustém stieve.[29]

e Antioxidacni aktivita

Zavazné chronické choroby jako je rakovina, cukrovka, neurodegenerativni a kardiovaskuldrni
onemocnéni maji oxidacni stres jako hlavni pfi¢inu zanétlivych piihod. Molekuly jako
ROS (napt. superoxidovy anion Oy, singletovy kyslik 'O, hydroxyradikal OH' nebo peroxylové
radikaly OO) a reaktivni dusik (RNS) (napt. oxid dusnaty NO, peroxynitrit ONOO) se produkuji
v téle behem normalnich metabolickych reakci a jsou dobie uznavany jako nezbytné pro udrzeni
homeostazy a reguluji nékolik metabolickych procest. Naptiklad tvorba ROS fagocytujicimi bunkami
predstavuje zakladni obranny mechanismus hostitele nezbytny k boji infekce. V ur€itych situacich
ROS a RNS miiZze byt také potencialné Skodlivy pfi nerovnovaze mezi oxidanty a antioxidanty ve
prospéch oxidantd (,,Oxidacni stres”). Fyziologicky stres, znecisténi ovzdus$i, tabakovy kouf,
vystaveni chemikaliim nebo ultrafialovému svétlu miize zvysit jejich produkci. Bez ohledu na to, jak
a kde jsou generovany, vzestup hladin nitrobunéénych oxidantli ma dva potencialné dilezité ucinky:
poskozeni riznych komponent bunék (DNA, proteiny, lipidové membrany) a aktivace specifické
signalni drahy. Oba tyto uc¢inky mohou zptisobit odchylku déleni buné¢k, které postupné piispiva ke
starnuti a k vyvoji fady nemoci, jako je aterogeneze, ischemicko-reperfuzni poskozeni, kojenecka
retinopatie, makularni degenerace souvisejici s vékem a karcinogeneze. Epidemiologické studie
odhalily pozitivni souvislost mezi vy$$im dietnim pfijmem a koncentraci karotenoidli v tkanich a
niz§im rizikem nekolika degenerativnich poruch, véetné riiznych typt rakoviny, kardiovaskularni
nebo oftalmologickd onemocnéni. Preventivni u€inky karotenoidl byly spojeny s jejich antioxidac¢ni
aktivitou, ochranou bunék a tkani pred oxida¢nim poskozenim. Na in vivo pokusech pomoci zvitfecich
modeld byl prokdzan pfiznivy antioxida¢ni ucinek P-carotenu, ziskany z praskového extraktu z

mikrotas Dunaliella salina ve srovnani se syntetickym karotenem. [30]

e Kardioprotektivni aktivita

Studie z roku 2005 od Husseina et al. [31] potvrdily antihypertenzni G¢inky astaxanthinu
u spontanné hypertenznich potkanii (SHR). Ve své studii Hussein et al. shledali, ze oralni podévani
astaxanthinu (v koncentraci 50 mg / kg) po dobu 14 dnti vedlo k vyznamnému sniZeni krevniho tlaku

v SHR. Kromé& toho dlouhodobé podéavani astaxanthinu (po dobu 5 tydnil) také vyznamné sniZilo
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krevni tlak a vyskyt srde¢ni mrtvice. 4. den 1é¢by vykazovalo 60 % potkani ve skupiné s placebem
zndmky srdecni mrtvice, zatimco zadny ve skupiné lécené. Autoii zjistili, ze SHR Iécené
astaxanthinem vykazovali vyznamné vys$si hodnoty urovné vazorelaxace v reakci na oxid dusnaty
(NO), které zvysily kontrakce hrudni aorty, ve srovnani s potkany, kteii nebyli 1éCeni astaxantinem.
Tyto vysledky naznacuji na antihypertenzni ucinek astaxanthinu. Kromé toho byla provedena dalsi
studie k prozkoumani piiznivych G€inkl astaxanthinu na reologii krve. Histopatologicka nalezy, jako
jsou hladiny vaskulédrniho elastinu v aorté a arterialni stén¢ byla také zlepSena u SHR 1écenych
astaxanthinem.[10]

Karotenoidy maji n€kolik hypolipidemickych uc¢ink. Napiiklad astaxanthin snizil
triacylglycerol (TAG) stejné jako hladiny LDL-C zptsobem zavislym na davce. U potkanikrmenych
1 % doplikem astaxanthinu, hladina LDL-C poklesla, zatimco hladina HDL-C se zvysila. Astaxanthin
m¢l také potencialné prospésny ucinek-v prevenci peroxidace lipidd u krmenych kraliki s aterogenni
dietou. Navic u lidskych pacienti s mirnou hyperlipidemii tento karotenoid také snizil uroven TAG a
zvySené hladiny HDL-C a adiponektinu. B-carotene miiZze byt také uziteCny proti hyperlipidemii.

Krom¢ sniZeni rizika oxidace LDL zlepSuje proliferaci lymfocytd, a tim i imunologické funkce. [30]

o Utinky proti obezité
Obezita je zptisobena nadmérnym hromadénim lipida v tukové tkani a predstavuje zvysené riziko
mnoha zévaznych onemocnéni, napt jako diabetes typu II, hyperlipidemie, hypertenze
a kardiovaskularni onemocnéni. Astaxanthin je jednim z nejslibnéjSich pfirodnich latek proti obezité
a ukazal se 1 jako Uc¢inny a bezpe€ny pro fizeni té€lesné hmotnosti. Bylo zjiSténo, Ze fucoxanthin
potlacuje vyvoj bilé tukové tkdné u obéznich / diabetickych mysi. [30]
Z3jem tady studii byl zaméten na adaptivni termogenezi odpojovacich proteini (UCP1, UCP2
a UCP3) jako fyziologickou obranu proti obezité, hyperlipidemii a cukrovce. Mitochondrialni
rozpojovaci protein 1 (UCP1) v hnédé tukové tkani je klicovd molekula pro antiobezitu a jeho
dysfunkce pfispivd k rozvoji obezity. Jsou vSak zapotfebi dalSi studie k objasnéni rtznych
molekularnich mechanismi, které se u¢astni protiobezitnich aktivit fucoxanthinu. Tyto studie ukazuji,
ze ptirodni pigmenty mohou hrat zasadni roli v 1é¢bé a prevenci obezity, protoze mohou ptisobit jako
regulatory metabolismu lipidil v tukovych tkénich. Ziskané ptirodni pigmenty z mikrofas lze pouZit
ve funkénich potravinach a dopliicich stravy, mohou byt ziskané pfi relativné nizkych vyrobnich

nakladech a vykazuji nizkou cytotoxicitu. [10]
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e Anti-diabeticka aktivita

Nedavné prace na karotenoidech naznacuji, Ze tyto molekuly mohou byt ucinnéjsi pii 1écbé
a kontrole cukrovky nez antioxidanty. Studie prokdzaly, ze hladiny karotenoidl a koncentrace B-
carotenu v krvi jsou nepiimo spojeny s hladinami gluk6zy v krvi nala¢no a s inzulinovou rezistenci.
Cetné studie uvadgji, ze karotenoidy snizuji riziko rozvoje diabetes mellitus 2. typu (T2DM) u muzi
a zen. Kromé toho nedavna zjisténi potvrdila, Ze karotenoidy jako napt. lycopen, lutein a zeaxanthin
mohou chranit pfed diabetem rozvijejici se retinopatii. Astaxanthin, ktery je jednim z nejlépe
studovanych karotenoidii, vykazuje velky potencidl v prevenci a léCeni cukrovky. Astaxanthin ma
vys$i antioxidacni aktivitu nez jiné karotenoidy, jako je lutein, B-caroten a zeaxanthin a miize byt
bezpeéné konzumovan lidmi. U mysi db/db (zndmy model obezity pro T2DM) 1é€ba astaxanthinem
snizila glukézovou toleranci a zvysila hladinu inzulinu v séru a snizila hladinu glukézy v krvi. Tyto
vysledky nasvéd¢uji tomu, Ze astaxanthin ma ochranné antioxidacni ucinky, které mohou pomoci
spravné funkci B-bunék pankreatu. Uginek astaxanthinu byl také zkouméan na metabolicky syndrom.
Na experimentdlnim modelu na krysach bylo zjiSténo, Ze astaxanthin sniZzuje hladinu glukézy
a triglyceridu v krvi a také zvysuje sérové hladiny HDL-cholesterolu.[10]

Piedpoklada se, Ze AGE slouceniny plsobi jako hlavni riziko u diabetickych komplikaci jako je
retinopatie, katarakta, neuropatie a nefropatie. Toxické U€inky vyplyvaji z tvorby pfi€nych vazeb mezi
klicovymi molekulami, jako je DNA a proteiny a interakce AGE s nimi. Mnoho syntetickych
inhibitortt tvorby AGE bylo stazeno z klinickych studii kvili jejich nizké Uc¢innosti, Spatné
farmakokinetice a neuspokojivé bezpecnosti. Hledani inhibitort AGE z pfirodnich zdroju je tedy
slibna strategie prevence nebo 1écby cukrovky. Ukdzalo se, Ze n&kolik extraktd z mikrofas jsou
potencialnimi inhibitory AGE. Ethylacetatovy extrakt ze zelené fasy Chlorella zofingiensis vyznamné
potlacil glykaéni kaskadu in vitro. Jako hlavni slozka odpovédnd za antiglykoxida¢ni vlastnosti byl
identifikovan astaxanthin, zejména diesterova forma. Byly zkoumany 1 jiné kmeny fas, jako je zelena
tasa Chlorella protothecoides a rozsivka Nitzschia laevis a vykazovaly podobné U¢inky s rychlosti
inhibice vys§i nez u aminoguanidinu, bézné¢ pouzivaného inhibitoru glykace. Nékolik studii siln¢
naznacuji, Ze zeaxanthin a astaxanthiny maji potencial inhibovat vyvoj diabetické retinopatie a
nefropatie snizenim oxida¢niho stresu, expresi rGstového faktoru a zanétu. Navic uzivanim
astaxanthinu bylo prokézano, Ze piisobi na antitrombin-III na C protein a tim potencidlné sniZuje

aterogenezi a trombozu, ¢asto spojené s cukrovkou.[30]
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3.4.2 Imunitni systém a jeho funkce

Imunitni systém patii k zdkladnim homeostatickym mechanismim v téle. Udrzuje intergritu
organismu tim, Ze rozpoznava Skodliviny z vnéjs$iho a vnitiniho prostiedi. Zvysuje obranyschopnost
vuci patogennim mikroorganismiim, udrzuje autoteleranci vici vlastnim tkanim a prubézné odstranuje
staré, poSkozené a nékteré zmeéneéné (zmutované) bunky. Latky, na které¢ imunitni systém reaguje se
nazyvaji antigeny. Jedna se o exoantigeny-cizorodé latky z vnéjsiho prostfedi nebo autoantigeny, ty
pochézeji z organismu samotného. Jako antigeny mohou pulsobit prakticky jakékoli chemické
struktury, které imunitni systém rozezna ve form¢ makromolekul. Nejvyznamnéjsi jsou proteiny,
rizné komplexni polysacharidy, lipidy nebo lipoproteiny.[32] Imunitni reakce lze rozdélit na
nespecifické (neadaptivni) a antigenné specifické (adaptivni). Nespecifické, tzv. vrozené mechanismy
jsou evoluéné star$i a jsou zalozeny na molekulach a buikéch, které jsou v organismu pfipraveny
pfedem a jsou ucinné proti riznym patogentim. Reakce je rychld, fddoveé v minutach a nezlistava tzv.
imunologickd pamét’. Evolu¢né mladsi adaptivni specifické mechanismy reaguji na kazdou cizorodou
strukturu pomoci vysoce specifickych molekul, které se timto aktivuji. K uplnému rozvoji imunitni

reakce je tfeba nékolik dni az tydnti a zistdva imulogicka pamét’. [32,33]

3.4.3 Imunokompetentni buriky

Imunitni reakce jsou zajiStovany mnoha riznymi druhy bunc¢k a molekul, spolu s dalS$imi
pojivovymi buiikami tvoii funk¢ni, anatomické celky-lymfatickou tkan a lymfatické organy. Imunitni
buiiky vznikaji v kostni dfeni a vyzravaji v thymu. Maji rozmanitou strukturu a funkeci, putuji t€lem
a soustifed’uji se v lymfatickych organech. Hlavni slozky bunécného nespecifického systému jsou
fagocytujici bunky a ptirozené cytotoxické buiiky (tzv. NK buniky-natural killers). Humoralni slozky
nespecifické imunity tvofi komplementovy systém, interferony, lektiny a jiné sérové proteiny. U
specifické imunitni odpovédi se molekuly aktivuji az po reakci s antigenem. Mechanismus zalozeny
na protilatkach se nazyva humoralni a je zajiStovan B-lymfocyty. Druhy typ, zprostiedkovany T-
lymfocyty je oznacovan jako bunéény mechanismus. Z kmenovych bunek vznikaji dvé zékladni linie
imunocytl. Z myeloidni linie vznikaji monocyty-tzv. agranulocyty, ty cirkuluji v krvi a ve tkanich se
diferencuji na makrofagy a tii druhy granulocyti-neutrofily, eozinofily a bazofily. Tyto buniky maji

schopnost fagocytozy a tvoii zaklad nespecifické imunity. Z lymfoidni linie se diferencuji NK bunky,
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B-lymfocyty a T-lymfocyty. Cast téchto lymfocytii se po setkani s antigenem diferencuje v pamétové

bunky a ty jsou zodpoveédné za tzv. imunologickou pamét’. [32,33]

4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pomiicky a pristrojové vybaveni

Centrifuga - Sigma 8 KS (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Germany)
Cytometr Cytomics FC500 (Beckman Coulter, California, USA)

Cerpadlo Q-Grad (LabAlliance, Philadelphia, USA)

Ctecky desek Envision (PerkinElmer, Massachusetts, USA).

Detektor Sapphire UV-VIS (ECOM spol.s.r.o0., Chrastany, Ceské republika)

Detektor tandemové hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRMS/MS) se zdrojem

elektrosprejové ionizace (ESI) source (Impact HD hmotnostni spektrometr Bruker, Massachusetts,

USA) (HPLC-ESI-HRMS/MS)

Inteligentni chladi¢ vody H50/H150(LabTechSri, Sorisole Bergamo, Italie).

Lyofilizator ScanVac CoolSafe freeze dryer (LaboGene ApS, Lynge, Denmark)

Multimodové desticky Envision (PerkinElmer, Massachusetts, USA)

Plocha fotobioreaktoru (FPP) zkonstruovano v Algatech Mikrobiologicky ustav AV CR, védecké
pracovisté Trebon

Sada zativek Philips TLD 36W/84 Amsterdam, Nizozemsko

Software CXP (Coulter Electronic, Florida, USA)

Softwarova platforma EZChrom SI (Agilent Technologies, Kalifornie, USA).

Svételny metr LI-250 (LI-COR Biosciences, Nebraska, USA)

Systém Agilent HPLC (Agilent 1100 Series, California, USA) vybaveném DAD s kolonou s reverzni
fazi (Luna® C8 column, 100 x 4.6 mm, 3um)

Systém Dionex UltiMate 3000 HPLC system (Thermo Scientific, California, USA)

Systém HPLC (Agilent 1100 Series, Némecko) na semipreparativni kolon¢ s reverzni fazi (kolona

Eclipse XDB-CS8, 250 x 9,4 mm, 5 pum
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Vysokoucina protiprouda chromatografie (HPCCC) Model Spectrum (Dynamic Extractions Ltd.,
Slough, Velké Britanie)

4.2 Chemikalie

(L-DOPA) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

>98.5% n-butanol (GPR Rectapur, VWR Inc., Fontenay-sous-Bois, France)

>99% n-heptan (HiPerSolv Chromanorm, VWR Inc., Gliwice, Poland)

>99.5% aceton (HiPerSolv Chromanorm, VWR Inc., Fontenay-sous-Bois, France)
>99.8% ethylacetat (HiPerSolv Chromanorm, VWR Inc., Gliwice, Poland)

>99.9% acetonitril (HiPerSolv Chromanorm, VWR Inc., Fontenay-sous-Bois, France)
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)

96% ethanol (AnalaR Normapur, VWR Inc., Fontenay-sous-Bois, France)

99.8% methanol (HiPerSolv Chromanorm, VWR Inc., Gliwice, Poland)

Fytohemaglutinin (PHA) (Sigma- Aldrich, Steinheim, Germany)

Koktejl fluorescencné znacenych monoklondlnich protilatek (CD3 PE-Cy5, CD16 PE, CD45 FITC,
CD56 PE, a CD69 PE-Cy7) (Immunotech, Marseille France and Dako, Glostrup Denmark)
Kyselina kojova (TCI chemicals, Oxford, United Kingdom)

Médium (Bio-Wittaker, Maryland, USA)

Trolox a astaxanthin (oba Sigma-Aldrich)

Tyrosinazy (2138 U/mL, Sigma-Aldrich)

4.3 Kultivace cyanobakterie Synechocystis salina

S. salina PCC6906 byla kultivovana ve 120 1 plochém fotobioreaktoru (FPP) se svételnou
drdhou 5 cm, délkou 200 cm a vySkou 100 cm s celkovym pracovnim objemem 100 L. K naockovani
kultury S. salina byly pouzity autotrofni organismy (CCALA) z Botanického tstavu AV CR. K
udrZovani vysoké turbulence kulturou probublévala rychlosti 5 I/min smés vzduchu a CO> (98:2) a
tim se zabranilo sedimentaci bungk sinic. Povrch FPP byl osvétlen sadou zativek (Philips TLD 36
W/84 Amsterdam, Nizozemsko), které byly instalovany na vodorovné osvétlovaci jednotce.
Kontinudlni intenzity dopadajiciho svétla na povrch fotobioreaktoru bylo dosazeno tUpravou
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vzdalenosti osvétleni na 80 W/m?2 a intenzita mefena svételnym metrem LI-250 (LI-COR Biosciences,
Nebraska, USA). Kultivacni medium BG-11 se udrzovalo pfi konstantni teploté 25 °C £ 0,5 °C. Po
vycerpani dusi¢nanii z media byla biomasa ze Ctyf pétin celkového objemu kultury sklizena
centrifugaci pii rychlosti 4000 otacek a poté lyofilizovana. Zbyvajici pétina suspenze byla znovu
naplnéna Cerstveé piipravenym mediem BG-11. Kultivace se opakovala tfikrat, aby se ziskal dostatek

lyofilizované biomasy S. salina.

4.4 Extrakce biomasy

Pro ptipravu extraktu z mikrofas bylo pouzito 40 g ususené, lyofilizované biomasy (bunky
mikrofasy dezintegrovany moiskym piskem a ethanolem) a 1 L 96 % ethanolu (AnalaR Normapur,
VWR Inc., Fontenay-sous-Bois, France). Byla provedena dvojitad extrakce v ultrazvukové lazni
po dobu 30 minut. Vysledné extrakty byly spojeny a dale centrigufovany (1350 otacek/ 10 min, 2000
otacek /5 min), aby se oddélily nerozpustné castice. Rozpoustédlo bylo odpatreno v rota¢ni odparce
pii snizeném tlaku a teploté 38 °C. UVdetekei byla potvrzena pfitomnost tohoto pigmentu ve vzorku.

Dalsim krokem byla izolace myxoxanthophyllu pomoci HPCCC.

4.5 Izolace myxoxanthophyllu pomoci HPCCC

4.5.1 Zarizeni pouZzité pro izolaci

Pro izolaci myxoxanthophyllu z extraktu S. salina bylo pouzito zafizeni pro vysokou¢innou
protiproudou chromatografii (HPCCC) Model Spectrum (Dynamic Extractions Ltd., Slough, Velka
Britanie) vybavené separacni kolonou o objemu 134 ml (PTFE dira=3,2mm). Rychlost ota¢eni kolony
byla fizena regulatorem instalovanym do podvozku HPCCC a teplota kolony udrzovana na 28 °C
pomoci inteligentniho chladice vody H50/H150 (LabTechSri, Sorisole Bergamo, Italie). K cerpani
mobilni faze ptfes kolonu bylo pouzito cerpadlo Q-Grad (LabAlliance, Philadelphia, USA).
Chromatograficka separace byla monitorovana detektorem Sapphire UV-VIS (ECOM spol.s.r.o.,
Chrastany, Ceska republika) pii vinové délce 478 nm. Na prohlizeni zdznamu chromatografie byla

vyuZita softwarova platforma EZChrom SI (AgilentTechnologies Kalifornie, USA).
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4.5.2 Vyvoj a vybér vhodného dvoufizového systému solventii pro izolaci myxoxanthophyllu
pomoci HPCCC

Pro vybér vhodného dvoufizového systému bylo pouzito nékolik vzorklt s rlznymi
objemovymi poméry rozpoustédel n-heptanu (HiPerSolv Chromanorm, VWR Inc., Gliwice, Poland),
ethanolu (AnalaR Normapur, VWR Inc., Fontenay-sous-Bois, France) a vody. Idealni systém pro
HPCCC by m¢l mit hodnotu rozdélovaciho koeficientu K= (0.5 < K < 3), coz je pomér plochy piku
myxoxanthophyllu v horni fazi rozpoustédla k poméru plochy piku v dolni fazi [34,35]. Vzorky
obsahovaly vzdy 2 mg extraktu z mikrotas a 1 ml z horni faze rozpoustédla a 1 ml z dolni faze. Po
dikladném protiepani vzorka byly po ustaleni oddéleny vysledné horni a dolni faze a pouzity pro
analyzu a vypocet n€kolika hodnot. Jednalo se o vypocet poméru hmotnosti horni a dolni faze,
hodnoty ¢asu ustaleni fazi a rozdilu hustoty dolni fAze minus horni faze. Ke stanoveni rozdélovaciho
koeficientu K byla pouzita vysokoucinna kapalinovd chromatografie s detekci plochy pikta

myxoxanthofyllu diodovym polem (HPLC-DAD). [34,35].

4.5.3 Vlastni proces separace pomoci HPCCC

Ptiprava fazi pro proces HPCCC byla provedena smichanim vybranych rozpoustédel n-
heptanu, ethanolu a vody dle zvoleného vhodného objemového poméru. Smés byla energicky
protfepana a dukladné oddéleny dolni a horni faze. Vlastni proces separace HPCCC zacal naplnénim
kolony stacionarni fazi (horni faze). KdyZ byla kolona plnd, byly nastaveny parametry méfeni-pocet
otaCek 1400 za minutu a teplota 28 °C. Jakmile byly tyto parametry nastaveny, zacalo cerpani mobilni
faze tak dlouho, nez se dosahlo hydrodynamické rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi v kolong.
Mobilni faze vytlacovala zakotvenou staciondrni fazi a rovnovaha se ustalila az tehdy, jakmile kolonu
opoustéla jen mobilni fidze a mnozstvi stacionarni fdze bylo konstantni. V tomto okamzZiku byl
chromatograficky systém pfipraven pro vstiikovani vzorku, coz byl extrakt S. salina rozpustény v
daném objemu mobilni faze. Frakce HPCCC byly ru¢né sebrany a analyzovany pomoci HPLC-DAD.
Retence stacionarni faze (Sf) ve sloupci HPCCC byla vypoctena takto:

SF(%) = % x 100 (1)

kde Vc je objem kolony a Vs je objem staciondrni faze v koloné v okamziku dosazeni hydrodynamické

rovnovahy. [36]
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Retenéni ¢as (tr) cilové slouceniny pii separaci HPCCC byl vypocten takto:

_ Vm+(KxVs)

tgp = r (2)
kde VM je objem mobilni faze, VS objem stacionarni pii dosazeni hydrodynamické rovnovahy,

K je rozdélovaci koeficient cilové slouceniny a F je pratok mobilni faze. [36]

4.6 Konecna purifikace myxoxanthophyllu pomoci semipreparativni HPLC

Vysledna myxoxanthophyllova frakce ziskand z HPCCC byla nakonec purifikovéana za pouziti
syst¢tmu HPLC (Agilent 1100 Series, Némecko) na semipreparativni kolon¢ s reverzni fazi (kolona
Eclipse XDB-C8, 250 x 9,4 mm, 5 um pfi 30 °C. Jako mobilni fdze byla pouzita kombinace vody (A)
a methanolu (B), kterd mé¢la pratok 2,5 ml/min v rezimu gradientové eluce, ktery byl naprogramovan
podle nasledujicich podminek : 0—10 min, 70%-30% A; 10-35 min, 30%—-10% A; 35-37 min, 10%—
0% A; 37-42 min, 0%—0% A; 42-45 min, 0%—70% A; 45-50 min, 70%—-70%A. Cilové vzorky byly

sledovany na chromatogramu pomoci detekoru diodového pole (DAD) pii 478 nm.

4.7 Analyza frakci a extraktu pomoci HPLC

Extrakt S.salina a frakce z HPCCC byly analyzovéany na systému Agilent HPLC (Agilent 1100
Series, California, USA) vybaveném DAD. Byla pouzita kolona s reverzni fazi (Luna® C8 column,
100 x 4.6 mm, 3um) pii teploté 30 °C, mobilni faze byla slozena ze smési vody (A) a methanolu (B)
(HiPerSolv Chromanorm, VWR Inc., Gliwice, Poland) a byla neustéle ¢erpana priatokovou rychlosti 0,8
ml/min. Pro separaci byla kolona eluovana pomoci linearniho gradientu nasledujicim zptisobem: 0-20
min, 20%—-0% A; 20-25 min, 0% A; 25-27 min, 0%—-20% A; 27-30 min, 20%—-20% A. HPLC
chromatogram byl ziskdn pti 478 nm, zatimco absorp¢ni spektrum cilové slouceniny bylo ziskdno od

200 do 700 nm. Cistota myxoxanthophyllu byla vypoétena na zakladé plochy piku HPLC.

4.8 Potvrzeni chemické identity vysledného purifikovaného myxoxanthophyllu

Chemické identita izolovaného vzorku byla stanovena pomoci HPLC systému Dionex
UltiMate 3000 HPLC system (Thermo Scientific, California, USA) pfipojenému k detektoru
tandemové hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRMS/MS) se zdrojem elektrosprejové

ionizace (ESI) source (Impact HD hmotnostni spektrometr Bruker, Massachusetts, USA) (HPLC-ESI-
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HRMS/MS) za stejnych podminek jako byla analyza frakci a extraktu. Déle byl do obou rozpoustédel
A a B pfidan roztok kyseliny mravenci (0,1 %), aby se dosahlo lepsi ionizace cilové slouceniny.
Identifikace cilové slouCeniny byla potvrzena ve srovnanim s publikovanymi tidaji z literatury.
Provozni parametry hmotnostniho spektrometru byly stanoveny nasledovné: 4,2 kV napéti
stiikaci jehly, 250 °C teplota suseni, dusik pouzity k rozprasovani (3 bar), susici plyn (12 I/ min)
soucasn¢. Rozsah skenovani byl 50-2000 m/z v rezimu kladnych iontt s rychlosti skenovani pti 2 Hz.

Pro fragmentaci myxoxanthophyllu byla srazkova energie nastavena na 35 eV a srazkovym plynem byl

dusik.

4.9 Testovani biologické aktivity izolovaného myxoxanthophyllu

4.9.1 Antioxida¢ni aktivita

Tato aktivita byla stanovena za pouziti 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany) jako stabilniho volného radikalu. Na analyzu bylo pouzito 100 uL 0,01
% DPPH zifedéného v methanolu a bylo ptidano do 100 pL testované latky zfedéné v methanolu s 0,5
% DMSO v 96 jamkové desti¢ce. Absorbance byla méfena po 30 minutach pfi 515 nm za pouziti
¢tecky multimodovych desti¢ek Envision (PerkinElmer, Massachusetts, USA). Jako pozitivni

kontroly byly pouZzity Trolox a astaxanthin (oba Sigma-Aldrich). [37]

4.9.2 Inhibice aktivity tyrosinazy

Aktivita fungdalni tyrosinazy (2138 U/mL, Sigma-Aldrich) byla métena spektrofotometricky
s pouzitim levodopy (L-DOPA) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) jako substratu. Objem 50 pL
cilové slouceniny zifedény ve fosfatem pufrovaném solném roztoku (PBS) s 8 % DMSO, byl smicham
se 100 uLL L-DOPA (1 mg/ml), 50 pL fungalni tyrosinazy (500 U/mL) zfedéno v PBS a inkubovano
pii teploté 37 °C po dobu 30 minut. Tvorba dopachromu byla méfena 475 nm za pouziti multimode
ctecky desek Envision (PerkinElmer, Massachusetts, USA). Kyselina kojova (TCI chemicals, Oxford,
United Kingdom) byla pouzita jako pozitivni kontrola).[38]
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4.9.3 Aktivace imunitnich bunék

Na stanoveni imunitnich G¢inkli byla pouzita metoda exprese povrchového glykoproteinu
CD69 (shluk diferenciace 69) a byla méfena pritokovou cytometrii. [39] Periferni krev byla odebrana
ttem zdravym dobrovolniklim a déle antikoagulovana heparinem sodnym. Byly pfipraveny testované
vzorky rozpuSténim myxoxanthophyllu o riiznych koncentracich v ex-vivo médiu (Bio-Wittaker,
Maryland, USA), které bylo pfed pouzitim filtrovano pfes 0.2- pum filtry. Objem 100 pm téchto
testovanych vzorkl byl inkubovan s 100 um krevni suspenze na sterilni 96 jamkové desticce s plochym
dnem pii 37 °C s5 % CO; po dobu 24 h. Fytohemaglutinin (PHA) (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany) byl pouzit jako pozitivni kontrola. PHA je latka rostlinného pivodu z fazole Phaseolus
vulgaris, aglutinuje krevni bunky, je schopna stimulovat lymfocyty a byla pouzita jako pozitivni
kontrola v koncentraci 10 pug/mL. Jako negativni kontrola fungoval roztok (0,5 %) dimethylsulfoxidu
(DMSO). Konecné koncentrace myxoxanthophyllu v testovani byly 20 a 60 uM. Po inkubaci bylo do
testovaciho média ptidano 10 pL koktejlu fluorescenéné znacenych monoklondlnich protilatek (CD3
PE-Cy5, CD16 PE, CD45 FITC, CD56 PE, a CD69 PE-Cy7) (Immunotech, Marseille France and Dako,
Glostrup Denmark). Fycoerythrinem (PE) znacend protilatka specifickd pro CD69, byla pouzita k
detekci aktivovanych imunitnich bungk. Protilatky, které se specificky vdZzou na CD56 a CD16, byly
pouzity k detekci bun¢k zabijaka piirozené¢ho pivodu (NK bunky). Na detekci vSech typt lymfocyti
byly pouzity protilatky, které specificky reaguji s CD45. Protilatky, které jsou specifické pro CD3, byly
pouzity k detekci T-lymfocytl. Granulocyty byly stanoveny na zéklad¢ jejich charakteristickych profilt
ptedniho rozptylu (FSC) a bo¢niho rozptylu (SSC), které predstavuji jejich velikost, respektive zrnitost.

Aktivace imunitnich buné€k v reakcei na 1€€bu myxoxanthophyllem po 24 hodinach byla ukézana
v histogramech jako posun doprava. Exprese CD69 na aktivovanych buiikach jsou zobrazeny jako
hodnoty stfedni intenzity fluorescence (MFI). Aktivaéni index (Al), ktery pfedstavuje hodnoty
aktivace, byl vypoc€itan vydélenim procenta aktivovanych bunék v reakci na lécbu procentem
kontroly. Hodnoty vyssi nez Al >2 byly definovény jako pozitivni odpovéd’ imunitnich bunék. Pro
analyzu byl pouzit pritokovy cytometr Cytomics FC500 Beckman Coulter, California, USA) a ziskana
data byla analyzovéna softwarem CXP (Coulter Electronic, Florida, USA). Jako logaritmicky zesilené
signaly byly prezentovany fluorescen¢ni signaly z 10000 udalosti. Kazd4 hodnota Al byla vypoctena

jako primeér ze tfi méteni na tfech rtiznych vzorcich krve.
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4.9.4 Statisticka analyza

Jednosmérny Anova test (p<0,05) byl zvolen jako prostiedek k urceni rozdilu mezi vysledky.
Studenttiv t-test k porovnani kontrolniho a testovaného vzorku pii (**p<0.01 a ***p<0.001). Pro

analyzu byl pouzit statisticky bali¢ek S-Plus 2000.

5. VYSLEDKY

5.1 Kultivace cyanobakterie Synechocystis salina a extrakce biomasy

Riist mikrotas byl monitorovan podle optické hustoty (O.D.) a suché¢ hmotnosti biomasy (DW).
jak je zndzornéno na obrazku €.6. Biomasa byla centrifugovana 10 min za chladu v zafizeni (Sigma
8KS) za 4000 x g. Vysledna biomasa byla zmrazend na -70 °C a poté lyofilizovana za pouziti ScanVac
CoolSafe freeze dryer (LaboGene ApS, Lynge, Denmark) 72 hodin. 40 g ususené, lyofilizované
biomasy bylo dezintegrovano pomoci moiského pisku a extrahovano 96 % ethanolem (objem 1 L).
Timto procesem bylo ziskano 4,736 g suSeného extraktu (11,84% vytézek). Reprezentativni vzorek
ususené¢ho extraktu byl dale pouzit na HPLC analyzu, obrazek ¢.7. Myxoxanthophyll byl identifikovan
podle UV viditelného spektra 448, 474 a 504 nm, jak je zndzornéno na obrazku ¢.8, ve srovnani s udaji

Takaichi.[40] Po identifikaci byl extrakt pouzit na separaci myxoxanthophyllu pomoci HPCCC.

Growrh
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Cultivation time, h

Obrazek 6: Riistova krivka Synechocystis salina PCC6906 v 120 L plochém panelovém fotobioreaktoru. Ruist kultury byl
monitorovan spektrofotometrem V-1200 jako opticka hustota (O.D.) pri infracervené vinové délce 750 nm s délkou optické
drahy 5 mm. Sucha hmotnost
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Obrazek 7: Vysokoucinna kapalinova chromatografie s chromatografy extraktu Synechocystis salina s detekci diodového pole
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Obrazek 8: Ultrafialové viditelna spektra (UV-Vis) (all-trans) -myxoxanthophyllu

chromatografie)

Na separaci byla pouzita rozpoustédla n-heptan, ethanol a voda, kterd byla smichdna
v riznych pomérech podle tabulky ¢.2. Déle pak testovdna, aby byla zaruc¢ena spravna separace cilové

slouceniny. Nejvhodnéjsi dvojfazovy systém musel spliiovat n€kolik parametrii. Za prvé spravnou

5.2.1 Vyzkum vhodného dvojfiazového systému rozpoustédel pro separaci pomoci HPCCC
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hodnotu rozdélovaciho koeficientu K= 0.5 < K < 3 [35], za druhé dostatecnou stabilitu a udrzeni
stacionarni faze uvnitt kolony. Tento pozadavek je splnén, pokud byl ¢as ustaleni fazi t< 30 s [34] a
rozdil hustot mezi spodni a horni fazi je > 0.08 g/mL. [35] Jak je uvedeno v tabulce 2, systém 7(n-
heptan, ethanol a destilovana voda) tyto pozadavky spliioval, proto byl vybran jako adekvatni na
izolaci myxoxanthophyllu pomoci HPCCC. Byla pouzita eluce v reverzni fazi, to znamena, ze horni

faze (UP7) rozpoustédlového systému je stacionarni faze a dolni faze (LP7) je faze mobilni.
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Relativni Rozdil HPLC Rl:)zdﬁl(')vatci
Systémy SloFeni pomér?f Objevmoyyr C'as , hustoty plocha ;/Iey;c'l:g
rozpustédel oZeni rozpoustédel pomér fazi ustaleni (LP-UP, ®)
(UP/LP *) )
(VIVIVIV) g/mL)
UP LP

1 n-Hep : EtOH : H,0 5:4:0.5 0.9387 8 0.1147 10 523 0.019
2 n-Hep : EtOH : H,0 5:4:1 1 9 0.1542 5 979 0.005
3 n-Hep : EtOH : H,0 5:4:1.5 0.9444 8 0.1735 73 1607 0.045
4 n-Hep : EtOH : H,0 5:4:2 0.9642 9 0.1916 100 1087 0.092
5 n-Hep : EtOH : H,0 4:422 0.75 16 0.19 0 9347 0

6 n-Hep : EtOH : H,0 3:4:3 0.47 11 0.2016 288.7 3923 0.736
7 “'HepH:zgtOH ; 2:4:4 0.2987 12 0.22 388.4 256 1.517
8 EtOACHZZg“OH : 4:1:5 1 18 0.11944 591.3 0 591.3
9 EtOACﬁZg“OH : 3:2:5 1.0408 15 0.11602 1110 0 1110
10 EtOACﬁE‘OH : 2:3:5 1.2222 13 0.11848 1014 0 1014
11 EtOACH:E“OH : 1:4:5 1222 18 0.1351 4169 0 4169
12 EtoAc : EtOH : H,0 5:0.5:5 0.909 26 0.09497 3522 68.5 5.142
13 EtoAc : EtOH : H;0 5:1:5 0.9298 26 0.08 688.8 5 137.8
14 EtoAc : EtOH : H;0 5:1.5:5 0.9166 18 0.07054 722 0 722
15 EtoAc : EtOH : H;0 5:2:5 0.9672 35 0.05597 3714 0 3714
16 EtoAc : ACT : H,0 5:0.5:5 0.9444 28 0.099 213.6 97.5 2.191
17 EtoAc : ACT : H,0 5:0.5:5 0.909 13 0.1036 2126 64.5 3.296
18 EtoAc : ACT : H,0 5:1:5 1 35 0.0977 548.8 493 11.13
19 EtoAc : ACT : H,0 5:1.5:5 0.9494 18 0.096 573 18.7 30.64
20 EtoAc : ACT : H,0 5:2:5 1.0338 22 0.1028 4793 132 3.631
21 EtoAc : ACT : H,0 5:0.5:4 1.2093 14 0.097 599.2 101 5.933
22 EtoAc : ACT : H,0 5:0.5:3 1.8333 10 0.113 216.3 79 2.738
23 EtoAc : ACT: H,0 5:0.5:2 275 11 0.105 3443 75 4.591
24 EtoAc : H,0 54 1.142 19 0.102 7313 168 4353
25 EtoAc : H,0 5:3 1.66 18 0.1 4393 2163 2.031
26 EtoAc : H,0 52 25 16 0.08803 145.6 161.2 0.903
27 EtoAc : ACN : H,0 5:1:5 1.037 10 0.104 426 393 10.84
28 EtoAc : ACN : H,0 5:1.5:5 1.16 11 0.096 819.8 355 23.09
29 EtoAc : ACN : H,0 5:2:5 1.18 12 0.098 1588 292 54.38
30 EtoAc : ACN : H;0 5:2.5:5 1.27 14 0.097 775 10.2 75.98
31 EtoAc : ACN : H,0 5:3:5 1.32 16 0.10884 486.7 243 20.03

Tabulka 2:Rozdélovaci koeficient (K) myxoxanthophyllu v riznych dvoufizovych systémech rozpoustédel. Zdroj: viastni zpracovani.
*LP-spodni faze. UP-horni faze.**Myx- Myxoxanthophyll, n-Hep-n-heptan, EtOH-ethanol, H:O-voda, EtoAc- ethyl-acetat,BuOH-n-
butanol, ACT-acetoniril
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5.2.2 Vliv rychlosti toku mobilni faze na retenci stacionarni faze uvniti kolony HPCCC

Rychlost otaceni kolony HPCCC byla stanovena jako optimalni na 1400 ota¢ek/min.
U HPCCC plati, ze ¢im vys$i je retence stacionarni faze uvniti kolony, tim je lepsi chromatografické
rozliSeni. [41] Nastiik vzorku a pritok jsou dva provozni parametry, které mohou pozitivné ovlivnit
konecny vytézek, je tieba dbat na to, aby nedoslo k ptetizeni vzorku ani k ptiliSnému zvyseni prutoku,
coz by mohlo vést ke ztraté staciondrni faze a tim k poskozeni chromatografického rozliSeni.[35]
Pomoci rovnice (1) viz kapitola 4.3.3. byla vypoctena idedlni hodnota retence stacionatni faze 75 %.
[36] Dale byl zvolen dle (obrazku ¢.9) prutok mobilni faze (6 mL/min), ten umozioval maximalni
produktivitu pii zachovani 70% retence staciondrni faze. Tato podminka generovala tlak pod
maximalni povolenou urovni pro kolonu (<250 psi). Proto byla tato podminka pouzita pro
optimalizaci separace myxoxanthophyllu pomoci HPCCC. Experimenty byly provadény v reverzni

fazi, to znamend, Ze spodni faze byla pouZzita jako mobilni faze a horni faze byla stacionarni faze.
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Obrazek 9: Viiv pritoku mobilni faze na retenci stacionarni faze. Mobilni faze: spodni faze dvoufazového rozpustedlového systému 7
(n-Hep :EtOH :H20) 2:4:4
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5.2.3 Optimalizace metody HPCCC pro separaci myxoxanthophyllu

Pokus ¢.1

V prvnim pokuse bylo pouzito 50 mg extraktu z mikrotas za podminek uvedenych v tabulce
¢.3. Jak je znazornéno na obrazku ¢.10 separace myxoxanthophyllu nebyla Uspésné dosazena.
Pozorovali jsme tvorbu emulze v disledku pfitomnosti lipidu v extraktu. Tyto jevy zpiisobuji ztratu
stacionarni faze a chromatograficky proces byl narusen. Pro vyfeSeni tohoto problému jsme se

rozhodli pro frakcionaci extraktu z mikrotas pomoci HPCCC, jak je naznaceno v dal§im pokusu ¢.2.
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Obrazek 10: HPCCC chromatogram extraktu z mikroras

Kapacita kolony: 134 mL
Rozpoustédlovy systém: | n-Hep—EtOH-H20, 2-4-4
Elu¢ni mod: Reverzni
Pritok: 6 mL/min
Kapacita davkovaci 1 mL
smycky:
Rotac¢ni rychlost: 1400 rpm
Nastiik: 50 mg
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Teplota: 28 °C
Retence SP v 70.14 %
hydrodynamické
rovnovaze:
Retence SP na konci 29.85 %
experimentu:
Detekce: 478 nm

Tabulka 3: Operativni podminky pokus ¢.1

Pokus ¢.2

Tento pokus €.2 pouzil 500 mg extraktu z mikrofas a byl zaméfen na frakcionaci extraktu za
podminek uvedenych v tabulce ¢.4. Vzhledem k tomu, ze bylo vstiiknuto velké mnozstvi extraktu,
pouzili jsme kapacitu davkovaci mycky 6 ml. Proces separace byl opakovan dvakrat, aby se ziskalo
vy$§i mnozstvi frakce. Jak je znazornéno na obrazku ¢.11, bylo dosazeno frakcionace extraktu. Frakce
byla shromazdéna a odpafena na rotacni odparce pii 38 °C. Ziskali jsme 280 mg frakce obsahujici
myxoxanthophyll. Reprezentativni vzorek této frakce byl analyzovan pomoci HPLC. Jak je ukazano

na obrazku ¢.12, potvrzujicim pfitomnost myxoxanthophyllu ve vyrobené frakci.

500 Frakce obohazena
Nyxoxanthophyllem

8
™~

Obrazek 11: HPCCC chromatogram frakce z extraktu z mikroras
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Kapacita kolony: 134 mL
Rozpoustédlovy systém: n-Hep—EtOH-H20, 2-4-4
Elu¢ni mod: Reverzni
Prutok: 6 mL/min
Kapacita davkovaci 6 mL
smycky
Rotacni rychlost: 1400 rpm
Nastiik: 500 mg
Teplota: 28 °C
Retence SP v 67.16 %
hydrodynamické
rovnovaze:
Retence SP na konci 11.94 %
experimentu:
Detekce: 478 nm

Tabulka 4: Operativni podminky pokus ¢.2
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Obrazek 12: HPLC analyza frakce obohacend myxoxanthophyllem
Pokus ¢.3

Tento pokus ¢.3 pouzil 70 mg frakce obsahujici myxoxanthophyll, ktera byla ziskana
v pokuse ¢€.2. Pokus ¢.3 jsme provadéli za podminek uvedenych v tabulce €.5. Je velmi dobtfe znamo,

ze nizky pritok miiZze byt prospésny pro chromatografické rozliSeni v HPCCC, ale doba separace
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muze byt delsi. Proto jsme v tomto experimentu pouzili pratok 2 ml/min. Jak je zndzornéno na obrazku
¢.13 myxoxanthophyll byl uspésné¢ izolovan. Zjistili jsme, ze 70 mg frakce obsahujici
myxoxanthophyll bylo maximalni mozné mnozstvi k rozpusténi ve 2 ml stacionarni faze
(2 ml vzorkovaci smycka), je to tzv. bod nasyceni. V souladu s tim bylo dale pouzito vzdy 70 mg
vzorku. Ziskana slou¢enina byla shromazdéna a odpaiena na rota¢ni odparce pii 38 °C. Uspé&iné jsme
ziskali 5 mg myxoxanthophyllu. Reprezentativni vzorek této slouceniny byl analyzovan pomoci
HPLC. Jak je ukazano na obrazku ¢.14, potvrzujicim piitomnost myxoxanthophyllu ve vyrobené

frakci.
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Obrazek 13: HPCCC chromatogram separace myxoxanthophyllu z frakce

Kapacita kolony: 134 mL
Rozpoustédlovy systém: n-Hep—EtOH-H»0, 2-4-4
Elu¢ni méd: Reverzni
Prutok: 2 mL/min
Kapacita davkovaci 2mL
smycky:

Rotacni rychlost: 1400 rpm
Nastiik: 70 mg
Teplota: 28 °C

Retence SP v 80.59 %
hydrodynamické
rovnovaze:
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Retence SP na konci 49.25 %

experimentu:

Detekce: 478 nm

Tabulka 5: Operativni podminky pokus ¢.3
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Obrazek 14: HPLC analyza separovaného myxoxanthophyllu

Pokus ¢.4
Tento pokus ¢.4 pouzil 70 mg frakce obsahujici myxoxanthophyll, ktery byl ziskan v pokuse

¢.2. Pokus €.4 jsme provadéli za podminek uvedenych v tabulce €.6. V pfedchozim experimentu jsme
pozorovali dobrou separaci myxoxanthophyllu pii pritoku 2 ml/min. Abychom vsak ziskali cilovou
slou€eninu ve zkraceném case, testovali jsme ucinek pritoku 4 ml/min na separaci myxoxanthophyllu.
Jak je zndzornéno na obrézku €.15, myxoxanthophyll byl Gspé$né oddélen za krat§i dobu. Ziskana
slouenina byla shromazdéna a odpafena na rotaéni odparce pii 38 °C. Usp&iné jsme ziskali 5 mg
myxoxanthophyllu. Reprezentativni vzorek této slouceniny byl analyzovan pomoci HPLC. Jak je

ukdzano na obrazku ¢.16, potvrzujicim pfitomnost myxoxanthophyllu ve vyrobené frakci.
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Obrazek 16: HPCCC chromatogram separace myxoxanthophyllu z frakc

Kapacita kolony: 134 mL
Rozpoustédlovy systém: n-Hep—EtOH-H20, 244
Elu¢ni mod: Reverzni
Pratok: 4 mL/min
Kapacita davkovaci 2 mL
smycky:

Rotac¢ni rychlost: 1400 rpm
Nastiik: 70 mg
Teplota: 28 °C

Retence SP v 73.13 %
hydrodynamické
rovnovaze:
Retence SP na konci 31.34 %
experimentu:
Kapacita kolony: 478 nm

Tabulka 6: Operativni podminky pokusu ¢.4
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Obrazek 17: HPLC analyza separovaného myxoxanthophyllu

Pokus ¢.5

Pfedchozimi pokusy byla Usp&$né vyvinuta G¢innd metoda HPCCC k izolaci
myxoxanthophyllu z frakce obsahujici myxoxanthophyll, ktery vyuziva rezim eluce s reverzni fazi.
To znamend, Ze jako mobilni faze byla pouzita spodni faze zvolené¢ho dvoufidzového systému
rozpoustédel. Vyvinuta metoda vSak zahrnovala pouze injekci jediného vzorku (70 mg). V souladu
s tim byl za ucelem zvySeni produktivity implementovan systém vicendsobného vstiikovani, jak
je znédzornéno na obrazku ¢.17. V tomto pfistupu byla znovu ustavena hydrodynamicka rovnovaha
potiebna k ziskani cilové slouceniny z prvniho béhu, aniz by bylo nutné zastavit rotaci kolony. Toho
je dosazeno pomoci rezimu soubézné eluce, ktery se provadi soucasnym cerpanim mobilni
a stacionarni faze po eluci myxoxanthophyllu. Pokus byl realizovan dle podminek uvedenych
v tabulce ¢.7. Ztraceny objem stacionarni faze béhem prvniho béhu (75 ml) t€¢inn€ doplnén pii Cerpani
staciondrni a mobilni faze pfi pritoku 1,5 a 2,5 ml/min po dobu 50 minut, kratce po eluci
myxoxanthophyllu. V dusledku toho bylo nové dosazeno hydrodynamické rovnovahy v koloné
pro novy separacni cyklus. Zavérem lze konstatovat, Ze na zakladé¢ vySe uvedenych kritérii a
podminek byla prokazana proveditelnost aplikace vicenasobné injekéni metody HPCCC k produkei
myxoxanthophyllu ze S. salina. Reprezentativni vzorek této slouCeniny byl analyzovan pomoci
HPLC. Jak je ukdzano na obrdzku ¢.18, potvrzujicim piitomnost myxoxanthophyllu ve vyrobené

frakci.
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Obrazek 18: HPCCC chromatogram dvojinjekcni separace myxoxanthophyllu z frakce. RF': reverzni faze. CM: rezim soubézné eluce.

SF: stacionarni faze. MF': mobilni faze

Kapacita kolony: 134 mL
Rozpoustédlovy systém: n-Hep—EtOH-H,0, 244
Elu¢ni mod: Reverzni
Pratok: 4 mL/min
Kapacita davkovaci 2 mL
smycky:

Rotaéni rychlost: 1400 rpm
Naéstiik: 70 mg (dvakrat)
Teplota: 28 °C

Retence SP v 73.13 %
hydrodynamické
rovnovaze:
Retence SP na konci 31.34 %
experimentu:
Kapacita kolony: 478 nm

Tabulka 7: Operativni podminky pokus ¢.5
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Obrazek 19: HPLC analyza separovaného myxoxanthophyllu

Pokus ¢.6

Na zaklad¢ vyvinuté metody ziskdvani myxoxanthophyllu ze S. salina byly aplikovany
nasledné injekce extraktu z biomasy pro kontinudlni vyrobu tohoto pigmentu. Jak je vidét na ¢tyfech
po sob¢ jdoucich injekcich (obrazek ¢.19), byly uspésné provedeny pii pouziti diive optimalizovanych
podminek (tabulka ¢.8). Mnozstvi 70 mg frakce obsahujici myxoxanthophyll bylo injikovano v
kazdém béhu HPCCC, pfi¢emz kazdy separacni cyklus trval 110 minut. Celkem bylo zpracovano 280
mg extraktu S. salina a bylo ziskano 20 mg myxoxanthophyllu s ¢istotou 95 %, jak bylo stanoveno
pomoci HPLC. HPLC chromatogram izolované slou¢eniny pomoci HPCCC (obrazek ¢€.20) ukazuje
ptitomnost dvou mensich piku (1 a 2) eluujicich kratce po cilové izolované slouc¢ening. V souladu s

tim byl nutny konecny purifikacni krok, ktery byl délan pomoci semipreparativni HPLC.
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Obrazek 20: HPCCC chromatogram ctyrinjekcni separace myxoxanthophyllu z frakce. RF: reverzni faze. CM: rezim soubézné eluce.
SF: stacionarni faze. MF: mobilni faze.

Kapacita kolony: 134 mL
Rozpoustédlovy systém: n-Hep—EtOH-H-0, 244
Elu¢ni maod: Reverzni
Pritok: 4 mL/min
Kapacita davkovaci 2 mL
smycky:

Rotac¢ni rychlost: 1400 rpm
Nastiik: 70 mg (Ctytikrat)
Teplota: 28 °C

Retence SP v 73.13 %
hydrodynamické
rovnovaze:
Retence SP na konci 31.34 %
experimentu:
Kapacita kolony: 478 nm

Tabulka 8: Operativni podminky pokus ¢. 6
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Obrdazek 21: HPLC analyza separovaného myxoxanthophyllu

5.3 Kone¢na purifikace pomoci semipreparativni HPLC

Konec¢na purifikace vysledného myxoxanthophyllu (20 mg), ktery byl separovan pomoci
HPCCC, bylo provedeno za pouziti semipreparativni HPLC. Vysledny vzorek se susil na rotacni
odparce, ¢imz se ziskalo 15 mg purifikovaného myxoxanthophyllu, ktery se dale analyzoval pomoci

HPLC a byla prokézéna jeho Cistota 98 %. (obrazek ¢.21)

Myxoxanthophyll
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Obrazek 22: HPLC analyza purifikovaného myxoxanthophyllu
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5.4 Sumarni prehled izolace myxoxanthophyllu

Na obrazku ¢.22 jsou zobrazeny chromatografy z HPLC analyzy extraktu myxoxanthophyllu
(22a), myxoxanthophyllové  frakce ziskané pomoci HPCCC (22b) a purifikovaného
myxoxanthophyllu ziskaného semipreparativni HPLC (22c).

‘ Myxoxanthophyll
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©

Obrazek 23: Vysoce ucinnd kapalinova chromatografie s detekci diodovym polem (HPLC-DAD) chromatogramy extraktu ze S. salina
(a), myxoxanthophyllové frakce ziskané pomoci HPCCC (b) a myxoxanhtophyllu dadle purifikované pomoci HPLC (c).
Chromatogramy byly monitorovan pri pri 478 nm. 1: (13 nebo 13'-cis) - myxoxanthophyll 2: (9 nebo 9'-cis) -
myxoxanthophyll.

5.5 Potvrzeni identity cilového vzorku

Potvrzeni identity izolovaného vzorku bylo stanoveno na zdkladé¢ srovnani jeho UV-
viditelnych spektrech (obrazek ¢.23a) a ESI-HRMS spekter (obrazek ¢.23c¢, d) s udaji z literatury. [40]

ESI-HRMS spektrum piku cilové latky (obrazek €.23c) indikovalo molekularni vzorec (CagH7007),
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molekularni iont [M+H]" pii m/z 758 (obrazek ¢.23d) a fragmentovany iont pii m/z 700 (obrazek
¢.23d), odpovidajici $t€peni acetonové jednotky v molekularnim iontu [M+H-C3HeO]". Toto je
charakteristické pro (all-frans)- myxoxanthophyll jako (3R,2S)-myxol 2'-(2,4-di-O-methyl-a-L-
fucoside).[40,42] Dva mensi piky, kontaminanty pfitomné ve frakci myxoxanthophyllu ziskané
pomoci HPCCC (obrazek ¢.22b) vykazovaly spektra ESI-HRMS/MS podobna spektram (all-trans)-
myxoxanthophyllu,ale s UV-viditelnymi spektry, kterd byla kompatibilni se spektry z (13 nebo 13'-
cis)- myxoxanthophyll (1) (obrazek ¢.23b)a (9 nebo 9'-cis)- myxoxanthophyll (2) (obrazek ¢.23b).
Ukéazalo se, ze tyto dva druhy mens$ich geometrickych izomerii jsou bézné vytvaieny z (all-trans)

karotenoidd pisobenim svétla a teploty. Nemusi predstavovat zddné nebezpeci pro ¢loveka. [43,44]
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Obrazek 24: Spektra ultrafialového zareni (UV-Vis) (all-trans) -myxoxanthophyllu ziskaného pomoci HPCCC (a). Ultrafialove viditelna
(UV-Vis) spektra 1 (13 nebo 13'-cis) -myxoxanthophyllu a 2 (9 nebo 9'-cis) -myxoxanthophyllu (b). Hmotnostni spektrometrie s vysokym
rozliSenim se zdrojem elektrosprejové ionizace (ESI) (ESI-HR / MS) spektra (all-trans) -myxoxanthophyllu (¢). Tandemovd hmotnostni
spektrometrie s vysokym rozlisenim s elektrosprejovym ionizacnim zdrojem (ESI-HRMS / MS) spektra molekularniho iontu (all-trans)
-myxoxanthophyllu (d).
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5.6 Vyhodnoceni biologické aktivity

5.6.1 Antioxidacni aktivita a inhibice tyrosinazy

V této studii byl prokazan mirny na davce zavisly pozitivni ucinek myxoxanthophyllu na DPPH
volnych radikali ve srovnani s pozitivnimi kontrolami Trolox a astaxanthin (obrazek ¢.24a). Pokud

jde o inhibici tyrosinazy, vykazoval myxoxanthophyll mirny inhibi¢ni u¢inek zpisobem nezavislym

na koncentraci v rozmezi od 10 do 200 uM (obrazek ¢. 24b).
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—d— Myxoxanthophyll

DPPH scavenging activity
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Obrazek 25: (a) Aktivita zachycovani volnych radikalii DPPH (2,2-difenyl-l-pikrylhydrazyl) zkousené latky. Trolox a astaxanthin byly
pouzity jako pozitivni kontroly. (b) Inhibice fungdlni tyrosinazy myxoxanthophylem za pouziti levodopy (L-DOPA) jako substratu.
Kyselina kojova byla pouzita jako pozitivni kontrola. Data predstavuji priimér £ SD. Pro statistickou analyzu byl pouzit Studentitv T-
test. ** p <0,01, *** p <0,001 souvisejici s kontrolou.
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5.6.2 Imunomodulaéni u¢inek

Jak je vidét na obrézku ¢.25, krom¢ granulocytii nebyly aktivovany myxoxanthophyllem
v koncentra¢nim rozmezi od 20 do 60 uM zadné imunitni bunky testované v tomto vyzkumu. Exprese
CD69 na aktivovanych granulocytech v reakci na 1écbu myxoxanthophyllem byla prokazana jako
posun doprava v reprezentativnich histogramech (obrdzek ¢.25 c, d). Doslo ke zvySeni poctu
granulocytil, coz ukazuje stimulacni index 2,37 a 2,77 pfi pouziti cilové slouc¢eniny o koncentraci 20
a 60 uM. Granulocyty (tj. neutrofily, eozinofily, bazofily a zirné bunky) jsou efektorové bunky

vrozené imunitni odpovédi na bakteridlni a houbové infekce.
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Obrazek 26: Priumerna fluorescencni intenzita (MFI) exprese CD69 na aktivovanych imunitnich bunikach z lidské periferni krve v reakci
na lecbu myxoxanthophyllem po dobu 24 hodin je uvedena jako histogramy. Vyplnéné histogramy (tmavé Sedé) predstavuji kontrolni
skupinu (neoSetrené) a ostatni histogramy (svétle Sedé) stimulovanou (predem oSetienou) skupinu. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
mitogen, fytohemaglutinin (PHA). Histogramy jsou reprezentativni pro tii samostatné experimenty vyuzivajici burnky od tri riznych
zdravych darcii.
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6. DISKUZE

Tato rigorézni prace predstavuje UspeSné vyvinutou vicenastfikovou izolaéni metodu,
zalozenou na postupném separacnim procesu pomoci HPCCC, integrovaném do autotrofni kultivace
sinic S. salina pro ziskani myxoxanthophyllu. Ve srovnéni s ostatnimi vicekrokovymi metodami ma
vyhodu pouzitim pouze jednoho typu separacni techniky. Bylo zjisténo, ze 70 mg extraktu z biomasy
bylo maximalni mozné mnozstvi, které se rozpustilo ve 2 ml stacionarni faze, tzv. bod nasyceni.
Retenéni Cas (tr) cilové slouceniny byl vypocten dle rovnice (2) viz kapitola 4.5.3. Jsou-li zndmé
hodnoty VM objem mobilni faze, VS objem stacionarni faze ,K rozdélovaci koeficient cilové
slouceniny a F priitok mobilni faze. [36] Dle vypoctu by mél myxoxanthophyll reten¢ni ¢as 46 minut.
Tato informace je uzitecnd k predbéznému odhadu mnozstvi rozpoustédla potiebného ke
chromatografickému procesu a také poskytuje informace k délce trvani HPCCC. Jak je vidét
na (obrazku €.15) experimentalné stanoveny retencni Cas cilové slouceniny je 40 minut, coz zhruba
odpovida vypoctenému. Tato nepatrna nesrovnalost miize byt zplisobena snizenim retence staciondrni

faze béhem separacniho procesu v disledku piisobeni vzorku na hydrodynamickou rovnovahu.

Dosazené vysledky poukazuji na efektivni metodu izolace myxoxanthophyllu z extraktu
S. salina s vyuzitim reZimu eluce s reverzni fazi. Krom¢ metody za pouziti jedné injekce vzorku
(70 mg) byl také vyzkousen efektivnéjsi systém vicendsobného vstiikovani za ucelem kontinualni
produkce tohoto pigmentu. V tomto piipad¢ byla hydrodynamicka rovnovéha opakované obnovena,
aniz by bylo nutné zastavit ota¢eni kolony za G¢elem piipravy zatfizeni na novy separacni proces. Toho
je dosaZeno pouZzitim souproudového elu¢niho reZimu, ktery je provadén soucasnym cerpanim
mobilni a stacionarni faze po myxoxanthophyllové eluci. Toto bylo potvrzeno 1 pro produkci luteinu
[43] a astaxanthinu [45] z mikrofas s pouzitim HPCCC.V této studii byl ztraceny objem stacionarni
faze béhem prvniho béhu (75 ml) t¢inné dopliiovan Cerpanim stacionarni a mobilni faze rychlosti 1,5
a 2,5 ml /min po dobu 50 min kratce po eluci myxoxanthophyllu. Tim bylo dosaZeno hydrodynamické
rovnovahy uvnitt kolony pro dalsi separacni cyklus. Jak je vidét na (obrazku ¢.19) byly uspé$né
provedeny Ctyfi po sob€ jdouci injekce za pouziti diive optimalizovanych podminek. V kazdém b&hu
bylo injikovano mnozZstvi 70 mg extraktu ze S. salina, pticemz kazdy cyklus trval 110 minut. Celkové
bylo zpracovano 280 mg extraktu S. salina a bylo ziskano 20mg myxoxanthophyllu s ¢istotou 95 %,
jak bylo stanoveno pomoci HPLC. Chromatogram HPLC izolované slouceniny pomoci HPCCC

(obrazek ¢.20) ukazoval ptitomnost dvou menSich vrcholl (1 a 2) eluovanych kratce po cilové latce.
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Proto byl nezbytny krok konecné purifikace myxoxanthophyllovéa frakce pomoci semipreparativni
HPLC. Vysledny vzorek se susil na rota¢ni odparce, ¢imz se ziskalo 15 mg myxoxanthophyllu, dale
se analyzoval pomoci HPLC a byla prokazana Cistota 98 %. (obrazek ¢.21). Na rozdil od ptedchozich
vyzkumi uvadéjicich izolaci myxoxanthophyllu z pfirodnich zdroja [40] je tato prace prvnim
dikazem izolace tohoto glykosylovaného karotenoidu ze S. salina pomoci HPCCC. Vzijemna
komplementarita HPCCC a HPLC [35,45] umoznila uspé$né odd€leni tohoto pigmentu od ostatnich

karotenoida.

Potvrzeni identity izolovaného vzorku bylo stanoveno na zakladé srovnani jeho UV-
viditelnych spektrech (obrazek ¢.23a) a ESI-HRMS spekter (obrazek ¢.23c¢, d) s udaji z literatury. [40]
ESI-HRMS spektrum piku cilové latky (obrazek ¢€.23c) indikovalo molekuldrni vzorec (CssH7007),
molekularni iont [M+H]" pii m/z 758 (obrazek ¢.23d) a fragmentovany iont pii m/z 700 (obrazek
¢.23d), odpovidajici $t€peni acetonové jednotky v molekularnim iontu [M+H-C3HeO]". Toto je
charakteristické pro (all-trans)- myxoxanthophyll jako (3R,2S)-myxol 2'-(2,4-di-O-methyl-a-L-
fucoside).[40,42] Dva mensi piky, kontaminanty pfitomné ve frakci myxoxanthophyllu ziskané
pomoci HPCCC (obrazek ¢.22b) vykazovaly spektra ESI-HRMS/MS podobnd spektriim (all-trans)-
myxoxanthophyllu,ale s UV-viditelnymi spektry, ktera byla kompatibilni se spektry z (13 nebo 13'-
cis)- myxoxanthophyll (1) (obrazek ¢.23b)a (9 nebo 9'-cis)- myxoxanthophyll (2) (obrazek ¢.23b).
Ukézalo se, Ze tyto dva druhy menSich geometrickych izomerl jsou bézné vytvareny z (all-trans)
karotenoidl piisobenim svétla a teploty. Nemusi piedstavovat zadné nebezpeci pro cloveéka. [43,44]

V posledni dobé& stdle roste zajem o zkoumani ptiznivych ucinki karotenoidi ve
zdravotnickém a kosmetickém primyslu. [46] Pfinosy karotenoidil pro lidské zdravi jsou pfedevsim
v jejich schopnosti zachytavat volné radikaly, které zptsobuji predCasné starnuti a néktera chronicka
onemocnéni. [47] Epidemiologické studie potvrzuji, Ze adekvatni suplementace karotenoidi muze
vyznamné snizit riziko nékterych poruch, zprostfedkovanych pravé volnymi radikaly. Byl prokazan
mirny na davce zavisly pozitivni u¢inek myxoxanthophyllu na DPPH volnych radikald ve srovnani s
pozitivnimi kontrolami Trolox a astaxanthin (obrdzek ¢.24a).[48] Dal§im vyznamnym vyuzitim
karotenoidl je kosmeticky primysl. Maji schopnost zasahovat do procesu melanogeneze inhibici
tyrosindzy, enzymu, ktery hraje vyznamnou roli v syntéze melaninu. Tyto poznatky se vyuZivaji
pii vyvoji anti-melanogenetickych latek na béleni pokozky.[49] V tomto vyzkumu myxoxanthophyll
vykazoval pouze slaby antioxidacni a tyrosindzovy inhibi¢ni ucinek (obrazek ¢.24b). Jeho biologické

ucinky na jiné typy volnych radikald i na jiné druhy tyrosindzy by mély byt dale zkoumany a
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testovany, aby se stanovil komplexnéj$i biologicky profil tohoto vzacného karotenoidu.
Imunomodulaéni aktivita karotenoidii (f-carotenu, canthaxanthinu a astaxanthinu) na proliferaci
a funkci imunitnich bunék, byla jiz diive popsana. [50,51] Uginek myxoxanthophyllu na imunitni
systém zatim neni znam. V této praci byly provedeny zkousky, které meély provéfit potencialni
aktiva¢ni ucinek na imunitni buniky v reakci na 1é¢bu myxoxanthophyllem méfenim exprese CD69 na
povrchu bun¢k pomoci prutokové cytometrie. Glykoprotein CD69 je ¢asny aktivacni antigen, ktery je
exprimovan na aktivovanych imunitnich buiikach. Jakmile je exprimovan na T-lymfocytarnich
bunkach, stimuluje jejich aktivaci a proliferaci. CD69 je také indukovateln¢ exprimovan bunikami B-
lymfocyti, NK bunikami, monocyty, neutrofily a eozinofily. [52] Tato schopnost byla vyuzita ke
zjisténi imunitn¢ stimulacnich vlastnosti rostlin pomoci in-vitro [39,53-56] a in-vivo studii. [57]
V prezentovaném vyzkumu nebyly aktivovdny myxoxanthophyllem kromé granulocytli Zzadné
testované imunitni buiiky(obrazek 25c,d). Granulocyty, tj. neutrofily, eosinofily, bazofily a zirné
buiky jsou efektorové buiiky vrozené imunitni odpovéedi na bakteridlni a houbové infekce. Tyto bunky
identifikuji, pohlcuji a ni¢i mikrobialni patogeny prostfednictvim receptori, oxidacnich mechanismu
a enzymu, vcetn¢ lysozymu, kolagenazy a elastazy.[58] Data uvedena v této studii mohou podporovat
potencidlni vyuziti myxoxanthophyllu pro posileni imunitniho systému proti bakterialnim a
plistovym infekcim.

Jelikoz cilova sloucenina ziskana timto procesem ma potencialni vyuziti v potravindiském
nebo nutraceutickém sektoru, metoda odpareni a susSeni findlniho produktu zajiStuje nepfitomnost
zbytkového rozpustédla. Tento ziskany pigment by mohl mit vyuZiti jako potencionalni nespecificky
imunitni stimulator. Celkové predstavuje metoda HPCCC dobrou strategii pro ucinnou izolaci
myxoxanthophyllu ze sinic S. salina a mize slouZit jako reference pro vyvoj velkovyrobniho modelu.
V budoucnu se tato strategie muze sbliZit s biorafinérskymi postupy a expandovat i do oblasti

ziskavani dalSich cennych produkti.
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Nazev rigorozni prace:

Izolace a biologicka aktivita pigmentu myxoxanthophyllu z mikroras

Celosvétova poptavka po prirodnich pigmentech se v poslednich nékolika letech zvysila.
Myxoxanthophyll, glykosylovany monocyklicky karotenoid, je pigment, ktery se pfirozen¢ vyskytuje
u sinic, ale dosud nebyl vyvinut zadny izola¢ni proces, ktery by jej ziskal z jeho ptirozeného zdroje.
V této studii byl myxoxanthophyll izolovan z jednobunécnych sinic Synechocystis salina (S. salina)
za pouziti vysokoucinné protiproudé chromatografie (HPCCC), kde byla jako mobilni faze pouzita
spodni faze dvojfazového rozpoustédlového systému tvofeného n-heptanem—ethanolem a vodou
(2:4:4, v/v/v), zatimco jeho horni fazi byla stacionérni faze. Pro izolaci HPCCC byla vyvinuta metoda
vice injekci, ¢tyfi po sobé€ jdouci injekce vzorkl (70 mg na kazdé) byly provedeny pomoci 20 mg
myxoxanthophyllu, ktery byl nakonec purifikovan pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC). Celkové byl ziskan vytézek myxoxanthophyllu 15 mg (98% Cdistota). Cilovy pigment
vykazoval slaby antioxida¢ni a tyrosindzovy inhibi¢ni u¢inek a vykazoval imunitn€ stimulujici
vlastnosti aktivaci lidskych granulocytli. Zde prezentované vysledky tvofi zaklad pro rozsahlou

produkci myxoxanthophyllu a ukazuji potencidlni ptinosy tohoto pigmentu pro lidské zdravi.
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Isolation and biological activity of the pigment myxoxanthophyll from microalgae

Global demand for natural pigments has increased in the past few years. Myxoxanthophyll,
a glycosylated monocyclic carotenoid, is a pigment that occurs naturally in cyanobacteria but any
scalable isolation process has not yet been developed to obtain it from its natural source. In this study,
myxoxanthophyll was isolated from unicellular cyanobacterium Synechocystis salina (S. salina) using
high performance countercurrent chromatography (HPCCC), where the lower phase of the biphasic
solvent system composed of n-heptane—ethanol-water (2:4:4, v/v/v) was used as a mobile phase,
whereas its upper phase was the stationary phase. For the HPCCC isolation, a multi-injection method
was developed, and four consecutive sample injections (70 mg per each) were performed using 20 mg
of myxoxanthophyll, which was finally purified with high performance liquid chromatography
(HPLC). Overall, a final myxoxanthophyll yield of 15 mg (98% purity) was obtained. The target
pigment showed weak antioxidant and tyrosinase inhibitory effect, and exhibited immune-stimulating
properties by activating human granulocytes. The results presented here form a basis for the large-
scale production of myxoxanthophyll, and shows the potential benefits of this pigment for human

health.
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