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Vliv mléénych proteinii na expresi mucini u
epithelialnich bunék

Souhrn

Muciny tvofi hlavni slozku sliznice epitelu reprodukéni, dychaci a trévici
soustavy. Vytvaii zde vrstvu hlenu, kterd méa pro organismus fadu nepostradatelnych
funkci. V trdvicim traktu napiiklad poskytuje vazebna mista pro komensalni
a symbiotickou mikrofléru, napoméaha absorpci latek, chrani sttevni epitel nebo tvofi
signalni latky. Zména v syntéze nebo expresi mucinu poharkovymi buiikami tak mtze
v lidkém organismu vést k zdvaznym nasledkiim. SloZeni a mira exprese mucinti je do
zna¢né miry ovlivnitelna vyzivou, zejména pak mlékem.

Miléko je diky svému slozeni nepostradatelnou soucasti lidské vyzivy.
Na organismus muze mit celou fadu jak pozitivnich, tak negativnich u¢inki. V lidovém
povédomi je konzumace mléka a mléénych vyrobkl Casto ddvéna do souvislosti se
zahlenovanim.

Cilem prace bylo zjistit, jestli a do jaké miry zvySuje kravské mléko produkci
a expresi mucint u epitelidlnich bunék v in vitro bunééném modelu zalozeném
na bunéénych liniich Caco-2 a HT29-MTX, které mély za kol simulovat absorp¢ni
a poharkové bunky gastrointestinalniho traktu. Po ptfidani mlé¢ného hydrolyzatu
o koncentraci 1,5 pg/ml do bunééného modelu vysledky ukazaly, ze exprese MUC2
vzrostla oproti pivodni hodnoté 0,09 pg/ml na 0,11 pg/ml. Z experimentu tedy vyplyva,
ze mléko a mlécné vyrobky mohou mit schopnost iniciovat zvySeni exprese a syntézy
mucinu, a tim podporovat vstiebavani zivin, motilitu lumenu stfeva a obranyschopnost

gastrointestinalniho traktu.

Kli¢ova slova: mléko, proteiny, muciny, hlen, exprese



Effect of milk protein on mucine expression in
epithelilal cells

Summary

Mucins are the main component of mucosal epithelium of reproductive,
respiratory and digestive system. They form a mucus layer, which has many biological
functions, such as providing binding sites for comensal and symbiotic microbiota in
digestive tract, protecting epithelial cells or cell signalling. Change in synthesis or
expression of mucin by goblet cells may cause serious consequences for human
organism. The composition and level of expression of mucine is significantly influnced
by diet, especially by milk.

Milk is due to its composition essential part of the human diet. It may have
a wide range of positive and negative effects on the human body. Consumption of milk
is often belived to increase production of mucus.

The aim of the study was to determine how can the presence of cows milk
increase the mucin production and expression in in vitro cellular model of the intestinal
epithelium based on the colorectal cells of adenocarcinoma Caco-2 and HT29-MTX,
which simulating absorptive and goblet cells. After adding the milk hydrolyzate in
concetration of 1.5 pg/ml the results showed that expression of mucin MUC2 was
increased to 0.11 pg/ml compared to control 0.09 pg/ml. The experiment shows, that
milk and dairy products may have the ability to initiate and increase the expression and
synthesis of mucin, which may lead to improvemet of nutritient absorbtion, motility of

intestinal lumen and imumity in gastrointestinal tract.

Keywords: milk, proteins, mucins, mucus, expression
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1 Uvod

Mléko a mlécné vyrobky maji v lidské stravé jiz nékolik tisic let nezastupitelnou
roli. Z nutri¢niho hlediska se pro lidsky organismus jedn4 o velmi pfinosnou potravinu.
Diky vysokému obsahu vitaminti, bilkovin a véapniku pomaha mléko v prevenci
osteopordzy, rakoviny, sarkopenie a dalSich onemocnéni. I ptes velké mnozstvi
nespornych pozitiv, které konzumace mléka a mléénych vyrobki piinasi, je zaroven
spojovana s celou fadou rizik. U fady jedincli muze vyvolat mlénou alergii, nebo
zplisobit zdravotni problémy zapfi¢inéné laktézovou intoleranci. Mléko je také Casto
davano do souvislosti se zahlefiovanim.

Hlen je hustd télni tekutina sekretovand poharkovymi builkami umisténymi
v epitelidlni vystelce organti, jako jsou dychaci cesty nebo travici soustava. Jeho hlavni
slozku tvoii smés glykoproteinii mucinti. Mucin ma v organismu velké mnozstvi funkci,
tvofi pfirozenou bariéru chranici gastrointestindlni trakt, usnadituje prichod traveniny,
napomaha vstfebavani zivin a mnoho dalSich. Z tohoto diivodu mtize vést zména v jeho
expresi nebo syntéze k zdsadnim fyziologickym a patologickym zménam.

V posledni dobé je vénovan zdjem faktorim, které mohou slozeni a miru exprese
mucinil a s tim souvisejicim obsah hlenu ovlivnit. Zasadni roli hraje pfedevSim vyZiva.
Mléko a zejména v ném obsaZené proteiny se jevi byt sloZkou stravy, kterd ma

schopnost expresi a syntézu mucinu ovliviiovat zasadnim zptisobem.



2 Cil prace

Cilem prace je zjistit, zda-li pfidavek mléka miize zvysit produkci a expresi mucinil
glykokalyxu v modelu lidského tenkého stfeva zalozeného na smésné kultufe

bunéénych nadorovych linii Caco-2 a HT29-MTX.

2.1 Hypotéza

Testovanou hypotézou je, ze mléko zvysuje produkci mucinu.



3 Literarni prehled

3.1 Miléko ve vyzivé clovéka

Mléko je zékladnim zdrojem vyzivy hlavné pro mlad’ata, kterd z n¢j ziskdvaji
potiebné protilatky a vitaminy pro upevnéni své imunity. Celosvétové se nejvice
vyuziva mléko kravské. Zvirata konzumuji mléko az do doby, dokud nejsou schopna
travit pevnou stravu. Naproti tomu, ¢loveék je jedinym zivodichem, ktery konzumuje
mléko i v dospélosi a uchovava si schopnost travit mlééné bilkoviny i ve stafi. AvSak ne
vSichni lidé disponuji touto schopnosti, u podstatné Casti z nich je postupem casu

omezena nebo zanika.

3.1.1 Historie

3.1.1.1 Pravek, Stredovek

Zaclenéni mléka do lidské vyzivy uzce souvisi srozvojem zemédé€lstvi
a s domestikaci zvirat. Nejstar$i dolozena domestikace skotu, ovci a koz, kterd je
datovana do roku 9000-7000 pted nasim letopoctem, probehla na Blizkém Vychodé
(Bellwood, 2005). Kolem roku 7000 pted nasim letopoctem se domestikace zacala $itit
také do stfedni a vychodni Evropy, o néco pozd¢ji byla rozSifena ve Skandinavii
a Velké Britanii (Price at al., 2000).

Zvitata byla nejprve chovana pouze jako zdroj masa. V 6. tisicileti pfed naSim
letopoctem se mléko stalo jednim z hlavnich produktti domécich zvifat a bylo zatfazeno
do lidské vyzivy (Evershed et al., 2008). Prvnim zvifetem, u kterého prob¢hla
domestikace za ucelem produkce mléka, byla koza a v Evropé tak bylo konzumovéano
predevsim mléko kozi a také ov¢i (Rollinger, 2007). Hlavnim diivodem chovu hovéziho
dobytka stale ziistdvalo maso a vyuziti jako tazného zvifete. Jedinou vyjimkou byla
Afrika, kde byl hovézi dobytek uctivan, a tudiz bylo mléko povazovano za dulezitou
a nenahraditelnou slozku stravy (Abdelgadir et al., 1998). Naopak v Australii a Americe
v tomto obdobi byli lidé lovci a sbéraci, a proto zvifata produkujici mléko nechovali.
Z tohoto divodu zde k rozsifeni konzumace mléka doslo az diky kolonizaci evropskymi
staty v poslednich 500 letech (Evershed et al., 2008).

V dobach stfedovéku lidé stile celili problému, jak mléko uchovavat.
Bez potiebné tepelné upravy zistavalo Cerstvé jen kratkou dobu a z tohoto divodu méli

k mléku pfistup pouze v obdobi laktace zvifete. Postupné se zacala uptednostiiovat



konzumace mléka kravského pred mlékem kozim a ovEim a dojivost a kvalita mléka

wev

3.1.1.2 Novovék

wrwe

Nejzasadnéjsi zmény v mlékarenstvi, které byly zapfi¢inény piedevSim
rozvojem veédy a techniky, se udaly v 19. stoleti. Slozeni mléka nebylo dosud ptesné
znamo, ale jednotlivé slozky byly intenzivné zkoumany, a tak byly koncem 19. stoleti
objeveny bilkoviny laktalbumin a laktoglobulin. Rozvoj mlékarenstvi v 18. a 19. stoleti
také vyrazné urychlily vynalezy parostroje, odstfedivky a pasterizatoru (Atkins, 1978).

Co se tyce technologického zpracovani mléka, nejvétsi zasluhy na pokroku jsou
pfipisovany francouzskému chemikovi a biologovi Louisi Pasteurovi, ktery diky svému
vyzkumu doSel k zavéru, Ze kvaSeni mléka zplsobuji mikroorganismy. Na zdkladé¢
tohoto poznatku roku 1863 zavedl postup zvany pasterizace, pii kterém lze pomoci
tepelného zahtevu usmrtit patogenni zarodky v daném Zivném médiu (Lederberg, 2000).
Jeho pokus nésledné s mlékem zopakoval 1ékat Joseph Lister, ktery pfi svém vyzkumu
mimo jiné¢ objevil mlé€nou bakterii Lactococcus lactis, a proto je v dneSni dobé
povazovan za zakladatele bakteriologie mléka (Cogan, 2011). Diky uvedenym
poznatkim se v 80. letech 19. stoleti zacaly v Némecku pramyslove vyrabét prvni stroje
pro pasterizaci, které byly produkovany do celé¢ho svéta (Atkins, 1978).

Primyslovéa revoluce znamenala také revoluci v konzumaci lidského mléka.
Po vzniku Zelezni¢ni sit¢ mohlo byt mléko snadno a rychle dopravovano z venkova
do mést a transport ani uchovavani uz tedy nebyl problém (Atkins, 1978). MnoZstvi
primyslové zpracovavaného mléka také vzrostlo kvili pfebytku mléka pro potieby
zemédélet, ktery vznikl zvySovanim mlééné produkce. Jako reakce na vyrazny rozvoj
mlékérenstvi byla v roce 1903 zaloZzena Mezinarodni mlékaiska federace — IDF, kterad
ma v dneSni dob¢é 45 Clenskych zemi a slouzi ke komunikaci v rdmci mlékatského

sektoru (Cogan, 2011).

3.1.1.3 Moderni dé¢jiny

Co se Ceské republiky a obecné Evropy ty¢e, vyznamnou krizi do mlékarenstvi
pfinesla 1. svétova valka. V tomto obdobi byly pocty dojnic vyrazn€ zmenseny, coz také
vedlo ke sniZeni produkce mléka a k naslednému zavirani mlékaren. Konkrétné v Ceské
republice bylo nuceno svou ¢innost ukoncit 51 mlékaren, na Moravé a ve Slezsku jich

bylo 88. Tato situace pretrvavala i po valce a zména pfisla az ve 30. letech, kdy byly
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stavény nové provozy nejen za ucelem vyroby a zpracovani mléka, ale také syrt
a ostatnich mléénych produkti (Broncova, 1998).

Rok 1934 znamenal dalsi vyznamny meznik v mlékarenské historii, kterym bylo
uzédkonéni povinné pasterace mléka, coz znamenalo vyrazné omezeni ¢innosti malych
soukromych dodavatelti mléka (Likler et Augusta, 2001).

Dalsi krizi pro mlékarenstvi znamenala 2. svétova véalka. Ceska republika opét
pfisla o nékolik desitek mlékaren, a kdyz se po osvobozeni v kvétnu 1945 opét situace
stabilizovala, nasledovalo znarodiovani mlékarenskych zavodi (Broncova, 1998).
Listopad 1989 pfinesl pro Ceské mlékarenstvi vyrazné zmény. Doslo ke zvySovani
kapacity velkych mlékarenskych podnikti a také se objevily nové moderni technologie
ve zpracovavani mléka a mléénych produktii. Zmény byly jesté vyraznéjsi v roce 2004
po vstupu Ceské republiky do Evropské unie. Pro mlékarny to znamenalo povinnost
podfidit se novym piisnym hygienickym a technickym normam Evropského

spolecenstvi (Peterka, 2008).

3.1.2  Vyvoj pfijmu

Vyznam mléka a mléénych vyrobklli ma v lidské stravé nezastupitelnou roli,
a proto se v posledni dobé objevuje trend udavajici pozadavek na zvySeni konzumace
mléka. Podle statistickych udaji o spotfebé mléka jeho konzumace vSeobecné stagnuje
a v n¢kterych rozvinutych zemich v poslednich dvaceti letech dokonce klesa (Delgado,
2003). Z téchto divodi jsou ve svété organizovany rtiznorodé projekty podporujici
zvySovani spotieby mléka, jako napiiklad podpora prodeje mléka ve Skolach, piimy
prodej mléka pomoci mléénych automati a v Evropské unii také pravidelné probiha

kampai propagujici piti mléka.

3.1.2.1 Vyvoj piijmu mléka v Ceské republice

Ceska republika zaznamenala od roku 1989 vyrazny pokles v konzumaci mléka,
ktery trval az do roku 1995, kdy dosdhla spotfeba minima. Od té doby nedoslo
k vyrazngjSimu poklesu ani nartistu a hodnoty spotifeby ml¢ka a mléénych vyrobki se
pohybuji kolem 200 kg na obyvatele za rok. V soucasné dobé je v porovnani s rokem
1989 v Ceské republice konzumace mléka a mléénych vyrobkil niz§i o vice nez 60 kg
na obyvatele za rok. Podle statistickyjch dat Ceska republika v mnozstvi
zkonzumovaného mléka za rok vyrazné zaostava za ostatnimi primyslové rozvinutymi

zemémi v EU 1 ve svéteé. Vysledkem nizké spotieby je nedostatecné plnéni vyzivovych
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doporucenych davek dulezitych Zivin obsazenych v mléce, jako je napfiiklad véapnik
nebo vitamin A. U nékterych skupin populace, zejména u déti, je procento plnéni
vyzivovych doporucenych dévek naprosto nedostacujici. Détmi je véapnik piijiman
v mnozstvi 567-760 mg za den, coz predstavuje pouze 50 % doporucené denni davky
(Machéckova, 2001).

Ceska republika podnika proti nedostateéné konzumaci mléka Getna opatient,
mezi které patfi naptiklad projekt Skolni mléko, ktery si klade za cil vytvofit u déti
navyk na mléko a mlééné vyrobky nebo umistovani automatl na mléko na vetejna

prostranstvi (Burdych et al., 1999).

3.1.2.2 Vyvoj ptijmu mléka ve svéte

Svétovou populaci €ini kolem sedmi miliard lidi, pficemz mléko a mlécné
vyrobky jsou pravidelné konzumovany vice nez Sesti miliardami z nich. Za posledni tfi
dekady se svétova produkce mléka zvétsila o vice nez 50 % ze 482 miliont tun v roce
1982 na 755 milionii tun v roce 2012. Zvyseni poptavky a produkce mléka v poslednich
letech je nasledek nartstu celkové svétové populace. Od 70. let minulého stoleti byl
nejvyznamnéj$i ndrast konzumace mléka zaznamenan v jizni Asii (Gerosa and Skoet,
2012).

Nejvétsim svétovym producentem mléka je Indie, tvofici 16 % celosvétové produkce,
nasledovana USA, Cinou, Pakistanem a Brazilii. Jen malé mnoZstvi statd, mezi které
patfi Australie, Novy Zéland, stity EU a USA dokaZze svou produkci mléka pokryt
poptavku dané zemé&. Naopak Rusko, Mexiko, Japonsko a Cina se fadi mezi staty, kde je
produkce mléka nedostatecnd a musi ho importovat z jinych zemi. Vysokd spotieba
mléka, tedy vice nez 150 1 na obyvatele za rok je v Arménii, Australii, Kostarice,
zemich EU, severni Americe a Pékistanu. Naopak velmi nizka spotfeba mléka, coz
znamend mén¢ nez 30 | za rok je ve Vietnamu, vétSiné africkych zemi a jizni

a jihovychodni Asii (FAO, 2012).

3.1.2.3 Vyvoj ptijmu mléka v rozvojovych zemich

Ve vyspélych zemich se mnozstvi zkonzumovaného mléka na osobu za rok
v posledni dob¢ nijak zdsadné nezménilo, ve vétSin€ statli je pozorovan pouze mirny
nartist. Velmi vyrazné ale v poslednich letech vzrostla spotfeba mléka v rozvojovych
zemich, kde je v soucasnosti v porovnani s bohatS$imi zemémi stale konzumovana pouze

asi jedna cCtvrtina mléka, ale kazdy rok toto ¢islo vyznamné roste. Tento trend se
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projevuje hlavné v jizni a jihovychodni Asii, zejména v husté osidlenych zemich jako je
Cina, Indonésie a Vietnam. Od roku 1960 sice vzrostla konzumace mléka v rozvojovych
zemich téméf dvojnasobné, potad ale zaostavd oproti naristu spotieby jinych
zivociSnych produktl jako je maso nebo vejce, jejichz konzumace se v téchto zemich
minimaln¢ ztrojnasobila (FAO, 2009).

Podle statistik zkonzumuji rozvojové zemé v roce 2020 o 177 miliond tun mléka
a mlécnych vyrobkil vice nez v roce 1998. Dlivodem pro takto markantni narist jsou
zejména zvySujici se financni pfijmy obyvatelstva, dale také rist populace, urbanizace
a nékteré kulturni divody (Delgado, 2003).

Zajimavym piikladem je Cina, kde se konzumace mléka rapidné zvysila zejména
v oblastech velkych aglomeraci. Na mléko je zde nahlizeno jako na vhodnou a dilezitou
Cast stravy zejména pro déti, protoze Cifiané vé&ii, Ze pravidelné piti mléka vyrazné
podporuje rust kosti, statnéjsi atletické postavy a vyssi vzrist obecné€. Se stavbou téla
uzce souvisi sportovni Uspéchy atletd zapadniho svéta, které jsou Casto pfisuzovany
pravé dostatecné konzumaci mléka a mléénych vyrobkii v obdobi riistu a vyvoje (Wiley,

2015).

3.1.3 VyZzivova doporuceni

Mléko, které je dulezitym zdrojem bilkovin, mineralt a stopovych prvki, patii
mezi zakladni potraviny nezbytné pro kvalitni vyzivu cloveéka v kazdém véku.
Experimentalné zjisténa priméerna potieba vysoce kvalitnich bilkovin se stravitelnosti
= 95 %, které Clovek pfijima predevSim z mléka a ostatnich zivocisSnych produktt, ¢ini
pro dospelé 0,6 g bilkovin/kg télesné hmotnosti na den (WHO, 1985). S ohledem
na individudlni vykyvy a snizenou stravitelnost smiSené stravy je doporuceny piijem
0,8 g bilkovin/kg/den, pricemz 100 g kravského mléka primérné obsahuje 3,3 g
bilkovin (McCance and Widdowson, 2004).

z nejvyznamnéjSich mineraltt v lidské vyzivé. V mléku je ho primérné obsazeno
118 mg/100g. Vapnik je dulezity predevSim pro zdravy rist kosti, ktery je
nejintenzivngj$i v détském obdobi a dospivani (Peacock, 1991). Z tohoto diivodu
Vyzivova doporuceni pro obyvatelstvo CR zroku 2012 uvadgji, ze by strava ditéte
ve véku od 1 do 3 let méla obsahovat asponi 500 ml mléka nebo mlécnych vyrobkii.
Doporucend denni davka véapniku je relativné nejvyssi mezi 13. a 18. rokem, kdy €ini

1200 mg/den. Tuto potiebu kryje vypiti jednoho litru mléka, nebo tfi jednotkové porce
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mléénych vyrobkd denné. Jednotkové porci odpovida 250 ml mléka nebo 200 ml
kelimek jogurtu. V dospélosti je uvadén jako doporuceny denni piijem vapniku
1000 mg. Podle vyzivovych doporuceni pro obyvatelstvo CR je v druhé poloving
téhotenstvi potieba vapniku vyssi, a proto je vhodné denné konzumovat navic 250 ml
mléka nebo 2 jogurty (Spolecnost pro vyzivu, 2012).

Ludwig and Willett (2013) ve své studii podporuji teorii, zZe dosavadni
doporucené davky mléka a mlécnych vyrobkl jsou premrsténé, pro lidsky organismus

mohou byt Skodlivé a vyzivova doporuceni tykajici se mléka by se méla upravit.

3.2 Slozeni mléka

Mléko je z fyzikalné-chemického hlediska fazeno mezi polydisperzni systémy,
kde disperzni prostiedi predstavuje voda, ktera tvofi hlavni mlé¢nou slozku. Ve vodé
jsou dispergovany malé ¢astice, zastoupeny piedevsim tukem, bilkovinami a laktézou.
Mlécny tuk se ve vod¢ nachazi ve formé mlééné emulze, bilkoviny tvoii koloidni fazi
a laktdza, chloridy a fosforecnany pak tvoii fazi molekularni (Kadlec et al., 2009).

Procentudlni zastoupeni jednotlivych prvki a slozek mléka je ovlivnéno celou
fadou faktor(, mezi které se fadi genetické predispozice dojnice, dale zdravotni stav a

plemeno a v neposledni fad¢ také krmeni (Fox et al., 2015).

3.2.1 Sacharidy

Hlavnim sacharidem mléka je opticky aktivni lakt6za, chemickym nazvem 4-0-
B-D-galaktopyranosyl-D-glukopyranosa, ktera je v mléku obsaZena v mnozstvi 4,6 %.
Jelikoz je laktoza syntetizovana pouze epitelidlnimi buikami mlécéné Z14zy, pfirozené se
vyskytuje pouze v mléce nebo mlé¢nych vyrobcich. Jedna se o redukujici disacharid,
slozeny ze dvou monosacharidii D-glukézy a D-galaktézy spojenych pB-glykosidickou
vazbou, ktery po tepelném oSetfeni podléha Maillardovym reakcim. Produkty téchto
reakci maji vliv na barvu, viini a dalsi vlastnosti tepelné upravenych mlécnych vyrobki

(Fox, 2009).

3.2.2 Mléény tuk

Tuk se v mléce nachazi ve form¢ mikroskopickych tukovych kulic¢ek. V jadie se
nachazeji nepolarni triacylglyceroly, které jsou obaleny polarni fosfolipidovou
membranou. Tato membréna slouzi pfedev§im k ochrané lipidi pied enzymatickou

degradaci, oxidaci a zajiStuje fyzikalni stabilitu mlé¢ného tuku. MnozZstvi tuku v mléce
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vyrazné ovlivituje jeho jakost i smyslové vlastnosti a standardné se pohybuje v rozmezi
3,5az4,7 % (Yeetal., 2002).

Mlécny tuk je tvofen smési lipidl, znichz nejvétsi cast (98 %) zaujimaji
triacylglyceroly. Déle se v mléce vyskytuji diacylglyceroly, cholesterol a volné mastné
kyseliny. Mléko se od ostatnich potravin 1i§i vysokym obsahem tékavych mastnych
kyselin, tedy kyselin s nizkym poctem uhlikd, mezi které patii napiiklad kyselina
maselna nebo kapronova. Diilezitd je pfitomnost vitamind rozpustnych v tucich a také
lipofilnich organickych latek karotenoidl, které zodpovidaji za naZloutlé zbarveni

mléka (MacGibbon and Taylor, 2006).

3.2.3 Bilkoviny

Standardni obsah bilkovin v kravském mléce je 3,2 %, ale tato hodnota se
vyrazné¢ méni v prubc¢hu laktace. Zdkladni funkce proteinti v mlé€né vyzivé savéich
mlad’at je pfisun dostatku esencidlnich aminokyselin pottebnych pro rast a vyvoj svalil
a také zajisténi dostatecné imunity. Proteiny jsou v mléce pfitomny v heterogenni smési
s vysokou tendenci k tvorbé proteinovych komplexli, a proto je pomérné slozité je
od sebe separovat. Dfive se kizolaci mléénych proteinli pouzivala metoda, ktera
vyuzivala kyselé srdzeni kaseinii, v dnesni dobé jsou pouzivany moderni metody
fungujici pfedevsim na principu chromatografie (Varnam and Sutherland, 2001).

Mlécné bilkoviny je mozno rozdélit do dvou zékladnich skupin a to na kasein a
na syrovatkové bilkoviny. Pro kasein, ktery zaujima asi 80 % mlécnych bilkovin, je
charakteristické, ze pfi okyseleni mléka na hodnotu pH 4,6 pii teploté 30°C se z mléka
vysrazi. V roztoku tak zlstanou za téchto podminek rozpustény pouze syrovatkové

neboli sérové proteiny (Jauhiainen and Korpela, 2007).

3.2.3.1 Kasein

Kaseiny jsou hlavnimi proteiny mléka, které se nikde jinde v piirodé
nenachazeji. Svoji chemickou strukturou jsou fazeny mezi fosfoproteiny, které maji
na nékterou z pfitomnych aminokyselin, vétSinou na serin, ktery disponuje volnou
hydroxylovou skupinou a kde muze probihat esterifikace, navazan fosfor (Fox et al.,
2015).

Charakteristickou vlastnosti kaseint je termostabilita, diky které mtze byt mléko
zahtivano pfi vysokych teplotach, aniz by doSlo k jeho sraZeni (Singh et al., 2014).

K syntéze kaseinli dochazi za ucasti laktogennich hormonti v mlé¢éné zldze, odkud je
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nasledné kasein vylucovan ve form¢ velkych koloidnich ¢astic neboli micel. Kaseinové
micely se skladaji asi z dvaceti podjednotek nazyvanych submicely (Obr. 1). Jedna se o
koloidni agregaty, slozené¢ zdeseti riznych druhii proteind, které jsou do micel
sdruzovany hydrofobnimi interakcemi, van der Waalsovymi silami a vodikovymi
mustky. Micely jsou navic stabilizovany intra- a intermolekuldrnimi disulfidickymi
mustky (Turhan et al., 2003). Je dulezité, aby zavinénim vépnikovych mistki nedoslo
k dalsi agregaci micel do vétSich molekul, a proto je na jejich povrchu pfitomen k-
kasein, ktery diky své rezistenci vi¢i vapenatym iontim sluc¢ovéani micel brani. Kromé
kaseinti, které zaujimaji 93 %, jsou v miceldch déale obsaZeny véapenaté ionty,
anorganicky a organicky fosfat, citrat a sodné, draselné nebo hotecnaté soli. Kaseinové
micely maji schopnost rozptylovat svétlo, a tak nesou vyrazny podil na specifické bilé

barvé mléka, kterd pii poruSeni micel zanik4 (Huppertz, 2013).

Frakce kaseinu

Kaseiny jsou velmi heterogenni skupina proteinii. Jejich zakladni druhy jsou o-

kasein, -kasein a k-kasein.

* o-kaseiny - Zaujimaji nejvétsi podil v celkovém komplexu. Jejich primarni
struktura je tvofena 199-207 aminokyselinami a podle aminokyselinové
sekvence se dale déli na o;-kaseiny a na osp-kaseiny. Neobsahuji cystein, slouZzi
jako bohaty zdroj fosforu a v pfitomnosti vapniku vytvaii vapenaté soli, které
jsou nerozpustné.

* f-kasein - Jednd se o pomérné¢ hydrofobni druh kaseinu, jehoz struktura
obsahuje 109 aminokyselin. V pfirozeném prostiedi mléka, tedy pfi teploté 39°C
a pH 6,6-6,7 je obsazen v jadru micel. V nékterych extrémnich podminkach,
napiiklad klesne-li teplota mléka pod 10°C, ale dochazi k jeho pfemisténi
do obalu micel nebo dokonce mezi proteiny mlééného séra (Considine et al.,
2006).

* y-kasein - Jeho zastoupeni v mléce je minimdlni, k zvySovani koncentrace
dochazi az po hydrolyze p-kaseinu.

* «k-kasein - Jako jediny kasein je schopen tvofit rozpustné soli s vapenatymi
ionty. Struktura je tvofena 169 aminokyselinami a jeho primarni funkce je

stabilizace kaseinovych micel (Turhan et al., 2003).
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U bilkovin ziskavanych z frakci kaseinu byly védecky dokazany pfiznivé Gcinky
pro lidsky organismus. Fosfopeptidy izolované z a-kaseinu podporuji vstfebavani
vapniku v tenkém stievé, snizuji hladinu krevniho tlaku a snizuji riziko vzniku
hypertenze (Groziak and Miller, 2000). Peptidy ziskané z a-kaseinu, P-kaseinu a k-
kaseinu podporuji tvorbu protilatek a obecné zlepSuji funkci imunitniho systému

(Migliore-Samour et al., 1989).

Obr. 1: Kaseinova micela pod elektronovym rastrovym mikroskopem (méfitko 200 nm)

3.2.3.2 Syrovatkové proteiny

Syrovatkové proteiny neboli proteiny mlécného séra tvoii asi 20 % celkového mnozstvi
mléénych bilkovin a rozdéluji se na dvé zdkladni skupiny, laktalbuminy
a laktoglobuliny. Laktoglobuliny jsou slozeny pfedevSim z imunoglobulind, nejvice
IgGi, méné 1gG,, IgA a IgM, zatimco laktalbuminy obsahuji dvé zékladni slozky, f-
laktoglobulin a o-laktalbumin a nékolik dal§ich minoritnich proteinti, zahrnujici
albumin krevniho séra a laktoferin (Singh et al., 2014). Diky své globularni struktufe
maji syrovatkové proteiny hydrofilni vlastnosti, a protoze v roztoku hiife disociuji, jsou
odolné vici zménam pH. Jejich termostabilita je oproti kaseinu velmi nizkd (Phillips
and Williams, 2009).

V posledni dobé je velky zdjem o produkci majoritnich i minoritnich proteind
krevniho séra na komer¢ni bazi, za Gcelem vyuziti ve farmaceutickém a potravinaiském
pramyslu. Byly vyvinuty nové metody, které¢ slouzi k primyslové produkci

syrovatkovych proteini a vsoucCasné dobé se pracuje na jejich zdokonalovani.
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Koncentraty sérovych proteint jsou vyuzivany zejména pro zvlastni vyzivu sportovcil

(Fox et al., 2015).

[-laktoglobuliny

Zaujimaji 50 % sérovych bilkovin a zaroven 12 % obsahu vsech bilkovin mléka.
Jedna se o typického zastupce globularnich proteinti a jejich struktura je velmi dobie
prozkoumana. Beta-laktoglobuliny se nevyskytuji v lidském mléce ani v Zaddném jiném
z albuminovych mlék. Jeden monomer B-Lg je sloZzen ze 162 aminokyselin, obsahuje
dva intramolekularni disulfidické miistky a 1 volny cystein (Considine et al., 2006).
Pfitomnost cysteinu je velmi vyznamnd, protoze po tepelné denaturaci reaguje
s intramolekularnimi disulfidy k-kaseinu a ovliviiuje tak srdzeni syfidla a tepelnou
stabilitu mléka. Beta-laktoglobuliny jsou také zodpovédné za vativou piichut’ mléka po
jeho tepelné tipravé. Hodnota jejich izoelektrického bodu je 5,2 (Sawyer, 2013).

Nativni forma B-Lg je slozena z 9 fetézcu, které jsou uspofadany do dvou beta-
skladanych listl, kde prvni beta list obsahuje fetézce B, C, D a Cast fetézce A (Al)
a druhy beta list je slozen z fetézci D, E, F, G, H a zbytku fetézce A (A2) (Obr. 2).
Jeden konec prvniho beta listu je hydrofobni a druhy pak hydrofilni, u druhého beta
listu jsou oba konce hydrofobni a ve spoji hydrofobnich koncli obou beta listli tak
vznikd extrémné hydrofobni misto, kam se za zaddnych podminek nedostane voda

(Considine et al., 2006).

N-konec

Obr. 2 Dimér p-laktoglobulinu
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Jeho primarni funkce neni nutri¢ni, ale v organismu ma pravdépodobné dvé
zakladni biologické role. Prvni z nich je vazba a transport retinolu v téle. Retinol neboli
vitamin A je navazdn na jeho hydrofobni ¢ast a nasledné transportovan z zaludku
do tenkého stfeva, kde je retinol dale navazdn na retinol-vazajici protein, ktery ma
podobnou strukturu jako P-Lg. Princip transportu retinolu ztukovych mléénych
kapének, kde se vyskytuje a jeho navdzani na 3-Lg neni pfesné objasnén (Akerstrom et
al., 2000). Dalsi z funkci B-Lg je stimulace lipdzové aktivity a tedy lipolyzy obecné, coz
nejvetsi alergen mléka, a proto se v souc¢asné dobé hledaji nové metody, které by vedly

k odstranéni B-Lg z mlé¢ného séra (Singh et al., 2014).

a-laktalbumin

Alfa-laktalbumin zaujima 20 % syrovatkovych bilkovin, coz je asi 3,5 %
celkovych mlécnych proteinii. Jednd se také o hlavni protein lidského mléka, jehoz
syntéza probihd v prsni zlaze. o-La je maly kompaktni globularni protein o velikosti
14 kDa, sloZeny ze 123 aminokyselin, jehoz izoelektricky bod je 4,8 (Nitta and Sugai,
1989). Molekula o-laktalbuminu je stabilizovana c¢tyfmi disulfidickymi mustky
a neobsahuje zaddnou volnou thiolovou skupinu. Protein se vyskytuje ve vice
konformacich, které jsou zavislé na okolnim prostfedi (Kuwajima et al., 1990).

Obsahuje velké mnozstvi siry, kterd je zde pfitomna v cysteinu a metioninu.
Jedna se o metaloprotein, obsahujici ve své molekule dva vapenaté ionty, které jsou
navazané pres zbytek kyseliny asparagové (Singh et al., 2014). Alfa-laktalbumin
funguje jako jeden z komponentl laktdz-syntetazy, enzymu ktery katalyzuje konecny
a laktézy v mléce tak plati pfima umérnost a mléka moiskych savci, kterd neobsahuji
a-La tedy neobsahuji ani laktézu (Brew, 2013). Tercidlni struktura a-La je shodna se
strukturou lysozymu, a proto je pravdépodobné, ze se z n¢j vyvinul procesem genetické

duplikace (Nitta and Sugai, 1989).

Imunoglobuliny
Jedna se o vyznamnou skupinu protilatek, které patii svou chemickou strukturou

mezi glykoproteiny a maji pivod v krevnim séru. V mléce se vyskytuji predevSim
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imunoglobuliny IgG, IgM, IgA. Obsah imunoglobulinti je vyrazné vyssi v kolostru
(100 g/), nez ve zralém mléce (1 g/l), ale toto mnozstvi se po porodu rychle snizuje.
Zajistuji pfirozeny antibakteridlni systém zpomalujici rast mikroflory, ktera
kontaminuje ¢erstvé nadojené mléko (Hurley and Theil, 2013).

V dne$ni dob¢ produkce kolostra krdvami vyrazné piekracuje potieby telat
a proto je mozné prebytecné kolostrum izolovat a ziskavat z n¢j imunoglobuliny a dalsi
latky, které jsou nasledné vyuzivany pro medicinské ucely (Pakkanen and Aalto, 1997).
Hlavni imunoglobulin kravského mléka je imunoglobulin G (IgG). Mlad’ata ho mohou
z tenkého stfeva vstiebavat jesté nekolik dni po narozeni a vyuzivat tak pasivni imunitu,

dokud nejsou sami schopni imunoglobuliny syntetizovat (Fox and Kelly, 2012).

Albumin krevniho séra (BSA)

BSA tvofi asi 1-2 % celkovych mlé¢nych proteind, které se do mléka dostavaji
z krve mezerami inter-bunéénych spoji. Jsou charakterizovany celkovym zplostélym
tvarem a skladaji se ze tfi zdkladnich domén, znichz kazd4d je stabilizovana
disulfidickymi vazbami. Primarni struktura obsahuje 17 disulfidickych mistka, které
udrzuji tvar molekuly (Carter and Ho, 1994). Biologicka funkce albuminii krevniho séra
v mléce neni dosud znama a vzhledem k nizké koncentraci ziejmé ani nijak vyznamna

(Fox and Kelly, 2012).

3.2.4 Ovlivnéni sloZeni mléka tepelnou ipravou

Aby byly mlékarenské vyrobky v souladu sevropskymi i celosvétovymi
normami a byly zdravotné nezdvadné, musi mléko projit vhodnou tepelnou upravou
(Walstra et al., 2005). Postup a volba typu tepelného oSetfeni mléka se liSi v zavislosti
na findlnim produktu, ktery mé byt po Upravé mléka ziskan. Termizace se vyuziva
pfedev§im k zahubeni psychrotrofnich organismti a kredukci mlééné mikroflory
za ucelem moznosti skladovani mléka pii nizkych teplotach. Pasterizace, slouZzici
k standardizaci mléka jako cCerstvé ingredience pro naslednou produkci mlécénych
vyrobkli, vede k usmrceni patogenti, ale také ke sniZzeni poctu nepatogennich
mikroorganismi, které by mohly zplsobit nasledné kazeni mléka. Inaktivace velkého
mnozstvi mléénych enzymd, jako je napiiklad lipaza, béhem tepelného oSetfeni také
ptispiva ke zlepSeni stability mléka. Prvotni zahtev, ktery je Casto zatazen pted sterilaci,
znatelnym zpasobem pfispiva k zvySeni termostability mléka. Sterilace vyznamné

prodluzuje trvanlivost, ale obzvlasté po oSetfeni mléka UHT (Ultra-high temperature
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processing) dochdzi po urcité dobé skladovani k zméndm jeho konzistence i chuti
(Brennan and Grandison, 2011)

Piestoze mléko je velmi slozity biologicky roztok, ktery ve svém slozeni
zahrnuje mnozstvi rozmanitych latek, nachézejicich se vrozpusténé, koloidni
i emulgované fazi, jednd se o velmi termostabilni systém. V porovnani s ostatnimi
potravinami, které by byly vystaveny stejnym teplotnim podminkdm jako mléko
pfi nékterych z tepelnych uprav, je zména slozeni a struktury mléka minimalni (Fox et
al., 2015). Tepelné oSetfeni mléka miZze zpiisobovat také nezddouci zmény, mezi které
patfi hnédnuti mléka, rozvoj vafivé pfichuti, ztrata nutricné vyznamnych latek nebo
inaktivace inhibitorti bakterii (Walstra et al., 2005). V tabulce 1 jsou shrnuty druhy

tepelného oSetfeni mléka spolecné s jejich podminkami.

Tab. 1 Tepelné oSetfeni mléka (Fox and Kelly, 2012)

Tepelné Gprava Teplota Cas Vysledek

Termizace 63°C 15 sekund Redukce poctu psychrotrofnich
bakterii, Pozitivni fosfatdzovy test

Pasterace 72-74°C  15-30 sekund Usmrceni vegetativnich forem
mikroorganismu, Pozitivni
laktoperoxidazovy test

UHT 135-140°C  3-5 sekund Trvanlivé mléko

Sterilace 118°C 12 minut Trvanlivé mléko

3.2.4.1 Zmény indukované teplem v mlécnych proteinech

Mlécné proteiny jsou slozkou, jejiz slozeni je tepelnymi upravami ovlivnéno
nejvice. Zmeéna v jejich struktufe je zavisld na Case, teplot¢ a mife tepelné upravy.
Tepelnym zahfevem muze byt ovlivnéna srazlivost mlééné syrovatky, naruseny funkéni
vlastnosti syrovatkovych bilkovin, nebo zvySena nachylnost mlécnych proteinii
k proteolyze (Manzo et al., 2015). Obecné¢ mohou tepelnou upravou v mléce probihat

reakce spojené s aminokyselinovymi zbytky, konkrétné napiiklad navazani laktozy
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na aminoskupinu lysinu, defosforylace fosfoserinu nebo deaminace asparaginu
(Dalsgaard et al., 2007).

bilkovinnych agregatii, charakteristickych pro tepelné¢ upravené mléko, kterych se
ucastni kaseiny 1 syrovatkové bilkoviny, maji disulfidické mistky, tvofici hlavni

intermolekularni interakce

Kaseiny

Kaseiny jsou velmi odolné vuc¢i teplotdm pouzivanym v mlékarenstvi
a nepodléhaji vyraznym chemicko-fyzikadlnim zménam ani pii plisobeni teploty kolem
140°C, trvajici déle nez hodinu (Fox and Kelly, 2012). N¢které extrémni teploty vyssi
nez 140°C vsak mohou zpusobit defosforylaci, §tépeni peptidovych vazeb, agregaci
nebo disociaci kaseinovych micel a v ojedinélych ptipadech i jejich koagulaci (Fox et
al., 2015). Prokazateln¢ vysoka termostabilita kaseini dovoluje pouzivat
v mlékarenskych technologiich velmi vysoké teploty bez vyrazné zmény fyzikalnich
vlastnosti mléka (Singh et al., 2014).

Béhem zahtevu mléka dochédzi ke zménam velikosti kaseinovych micel. Rozsah
téchto zmén je zavisly na teploté, délce pusobeni zahifevu a hodnoté pH. Pokud je
teplota zahfevu kolem 100°C, zména velikosti micelovych Castic je vyrazné zavisla
na hodnoté pH. Pfi pH 6,5 bylo zaznamenano podstatné zvétSeni kaseinovych micel
o asi 35 nm. Pfi nartstu pH bylo ale zvétSeni micel podstatné mensi. Pfi hodnoté pH 6,7
doslo ke zvétSeni kaseinovych ¢astic pouze o 5 nm a pii pH vétSim nez 6,7 se dokonce

micely béhem mirné tepelné Gpravy zmensSovaly (Anema and Li, 2003).

Proteiny mlécné syrovatky

Sérové proteiny jsou zastupci typickych globuldrnich proteinii a ke zménam
indukovanymi tepelnou upravou mléka jsou pomérné nachylné. Beta-laktoglobuliny
jsou vici tepelné denaturaci nejcitlivéjsi ze vSech proteint (Sawyer, 2009). Zahtev -
laktoglobulinli za neutrdlniho pH zplsobuje disociaci téchto dimernich proteint,
Castecny rozklad, denaturaci a naslednou agregaci. Pfesny postup téchto tepelné
mechanismy agregace [-laktoglobulinii jsou Uzce spojeny s procesem, pii kterém

reaguji jejich hydrofobni vazby a disulfidické mustky (Havea et al., 2004). Denaturaci
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B-laktoglobulinii je odhalena silné reaktivni sulthydrylova skupina, kterd muze dale
reagovat s ostatnimi sérovymi proteiny nebo k-kaseinem, tvofici obal micel, coz vede
k tvorbé kasein-sérovych komplexi proteini v mléce a k podstatnym zméndm
v dalezitych technologickych vlastnostech mléka. Tyto komplexy, které jsou vazany
nekovalentnimi interakcemi a disulfidickymi mistky vzniklymi thiol-disulfidovou
vyménnou reakci, se mohou vyskytovat bud’ na povrchu micel nebo v mlécném séru
(Considine et. al, 2006).

Alfa-laktalbumin je unikatni v tom, Ze se po tepelné upravé vyskytuje ve forme
roztavené globule (molten globule, MG). Do této struktury se po zahfevu formuje
mnoho globularnich proteint, avSak pouze a-Lg ma schopnost za urcitého pH a teploty
utvofit dostate¢né stabilni molekulu MG, kterou je mozno zkoumat a dale s ni pracovat

(Ohgushi and Wada, 1983).

3.2.4.2 Zmény v mléénych tucich indukované teplem

Lipidy jsou tepelnou upravou ovlivnény ze vSech slozek mléka nejméné
a nastavaji u nich pouze minimalni fyzikdlni zmény. Béhem zahifevu mléka u nich
dochazi k preruseni nékterych chemickych vazeb a diky rozdilnym hustotam vody
a tuku k migraci tukovych kapének a k vyvstavani tukové vrstvy na povrchu mléka
(Kelly and Fox, 2012). Nasledkem tepelné tpravy také dochédzi k vyraznym zméndm
ve velikosti tukovych kapének, které vyrazné ovliviiuji vzhled, chut’ a stabilitu mléka

a mléénych produkti (Li et al., 2012).

3.2.4.3 Zmény laktézy indukované teplem

Zahtev laktozy zpisobuje v mléce mnoho chemickych zmén, které zahrnuji jeji
degradaci na organické kyseliny (doprovazenou poklesem pH), izomeraci a protoze je
laktéza redukujici cukr, dochézi také k Maillardové reakci. V tomto procesu reaguje
laktoza s aminoskupinou, nejcastéji se jedna o volnou aminoskupinu lyzinovych zbytki,
ve slozité sérii reakci za vzniku nezddoucich zmén organoleptickych vlastnosti mléka,
jako je atypicka (vafivd) chut’ a viiné, vznik toxickych latek a pokles nutri¢ni hodnoty.
Maillardova reakce vede také k hnédnuti mléka, coz je nasledek tvorby pigmenti
nazyvanych melanoidiny (Kelly and Fox, 2012). Mén¢ intenzivni zdhfev mléka
zpiisobuje izomerickou zménu laktézy na laktulozu. Laktuléza je v pfirodé
nevyskytujici se disacharid slozeny z galaktézy a z fruktozy, ktery je vyuzivan jako
projimadlo a ma schopnost stimulovat rast bifidogenni mikroflory. V sterilizovaném
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mléce se vyskytuje ve velkém mnozstvi od 300 do vice nez 1000 miligramii na litr

(Walstra et al., 2005).

3.2.5 Vliv vyzivy zvirat

Béhem poslednich let bylo realizovano mnoho vyzkumnych projektd,
zabyvajicich se zménou struktury mléka prostfednictvim vyzivovych faktorti dojnic.
Hlavnim divodem intenzivniho vyzkumu je snaha o zlepSeni nutri¢nich hodnot mléka
tak, aby odpovidalo soufasnym vyzivovym trendim a doporuc¢enim (Jenkins and
McGuire, 2006; Ortman and Pehrson, 1999). Vyziva dojnic se spole¢né s dalSimi
faktory zasadné¢ podili na zménach ve slozeni mléka, na jeho technologickych
a senzorickych vlastnostech a v neposledni tfadé¢ na jeho biologické hodnoté. Svij
vyznam méa kromé obsahu jednotlivych Zivin v krmné dévce také druh krmiva
a technika krmeni. ZvySovani krmné davky vede k nartistu obsahu tuku v mléce, ale
zaroven také ke snizeni obsahu proteinil a k poklesu dojivosti (Hullar and Brand, 1993).

Strava dojnic ma minimalni vliv na koncentraci proteinii a laktézy v mléce,
naopak muze ale zdsadné pozménit mnoZzstvi a sloZeni obsaZenych tukd (Clark and
Davis, 1980). Obsah a pomér mastnych kyselin v mléce se vyrazné méni s rocnim
obdobim. MIéko pasoucich se krav obsahuje dvakrat vétsi mnozstvi konjugované
kyseliny olejové (CLA), nez mléko ustajenych dojnic pifijimajicich standardni krmné
smési. CLA je ve vétSim mnoZzstvi zastoupena pouze v mase a mléce piezvykavcl
a pro lidsky organismus mé celou fadu pfiznivych u¢inkti. Mimo jiné podporuje
odbouravani tukti, piisobi antikarcinogenné, snizuje hladinu cholesterolu a z nutricniho
hlediska je tedy nezastupitelna (Ip et al., 1999; Ledoux et al., 2005). Dalsi pozitivum,
které mléku piindsi vyziva krav pasoucich se venku, je vyssi pfijem kyseliny alfa-
linolenové patfici mezi omega-3 matné kyseliny nez piijem omega-6 kyseliny linolové,
coz vede k vyrovnani poméru mezi omega-3 a omega-6 mastnymi kyselinami. Mlé¢ny
tuk krav pfijimajicich primyslova krmiva a seno ma primérny pomér mezi mastnymi
kyselinami omega-3 a omega-6 asi 4:1, ale v 1ét€¢ po konzumaci Cerstvé travy dochdzi
k redukci tohoto poméru az na 2:1 (Chilliard and Ferlay, 2004). Tyto pozitivni U¢inky
pastvy na slozeni mastnych kyselin v mléce jsou pfisuzovany predevSim vysokému
obsahu polynenasycenych mastnych kyselin, zejména kyseliny alfa-linolenové,
obsazenych v Cerstve zralé travé (Ward et al., 2003).

Vhodné zvolenad strava dojnic ma také vyznamny vliv na obsah minerald,

kterych kravské mléko obsahuje Sirokou Skalu. Koncentrace mlééného vépniku je
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pomérn¢ konstantni, protoze jeho pfitomnost v mléce je spojend s kaseinem, jehoz
obsah se se zménou vyzivy dojnic neméni. Konstantni je také obsah hoitc¢iku a zinku.
(Insel et al., 2004). Koncentrace selenu v kravském mléce, ktera se celosvétové velmi
1i81, odpovida mnozstvi selenu v krmivu. V Jizni Dakot¢ je uvadén obsah selenu v mléce
mezi 160 a 1300 ug/l, ale ve Skandinavii a severni Evropé se tato hodnota pohybuje
mezi 5 az 30 ug/l (Casey et al., 1995). Svédska studie dokazala, 7e primérna
koncentrace selenu v mléce byla 14 ug/l, ale kdyz byly dojnicim denn¢ podavany
kvasnice obohacené o 3 mg selenu, mnozstvi selenu v mléce stouplo téméi dvojnasobné
(Ortman and Pehrson, 1999). Asi 25 % stravou pfijatého jodu je vylouceno do mléka,
proto je jeho obsah variabilni a zavisly na stravé. Mnozstvi jodu v mléce se lisi
v zavislosti na rocnim obdobi. Dahl et al. (2003) prokazali, ze obsah jodu v mléce
v letnim obdobi je 88 ug/l a v zimé tato koncentrace vzroste na 232 ug/l. Je to ziejmé

nasledek pouzivani dopliikovych krmiv, vyrazné obohacenych o jod, v zimnim obdobi.

3.2.6 Proces traveni mléka a vznik bioaktivnich peptidi

Traveni mlécnych proteinti je komplexni proces, ktery zahrnuje dynamické
reakce bilkovin, peptidii, aminokyselin, mo€oviny a amoniaku mezi lumenem stfeva
a ostatnimi tkdnémi. Pozité proteiny jsou v travicim traktu smichany s obdobnym
mnozstvim zde piitomnych endogennich proteinii (Boutrou et al., 2013). Samotné
traveni zacina v zaludku ptisobenim endopeptidazy pepsinu. Pepsin je buiikami zaludku
sekretovan ve form¢é neaktivnich proenzymt jako prekurzor pepsinogen, ktery je
kyselinou chlorovodikovou pfeménén na pepsin. Jeho c¢innost ustdvd po smichani
zalude¢niho obsahu a kyselé zaludecni S$téavy s alkalickou pankreatickou S$tévou.
V kartaCovém lemu stfevniho epitelu ndsleduje traveni trypsinem, chymotrypsinem
a elastazou, které $tépi vnitini peptidové vazby. Pomoci karboxy- a aminopeptidaz,
které odstépuji jednotlivé aminokyseliny, dochdzi k rozkladu proteinti na komplexni
smés oligopeptidd, dipeptidi, tripeptidd a volnych aminokyselin, které¢ jsou dale
vstiebavany tenkym stfevem (Choi et al., 2012). Pfesny proces degradace mléénych
bilkovin a jejich vstfebavani do krevniho séra neni doposud znamy. Bylo provedeno
pouze omezené mnozstvi in vivo simulaci pro identifikaci produktii proteinové
degradace. Inglingstad et al. (2010) dokazali, Ze syrovatkové proteiny se do jejuna
dostavaji rychleji a ve vétsim mnozstvi nez kaseiny. V jejunu bylo detekovano velké
mnozstvi neporusenych syrovatkovych proteintl, ale nerozlozeny kasein zde byl naopak
detekovan jen v malych koncentracich. Bylo zjiSténo, Ze kaseiny ziistavaji jako
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srazeniny v kyselém prostfedi Zaludku, zatimco rozpustné syrovatkové bilkoviny putuji
déle do dvanactniku. Tim se prodluzuje doba, za kterou dorazi kaseiny do tenkého
stteva. Tyto vysledky vedou k pfedstavé o konceptu pomalé stravitelnosti kaseinli
a naopak rychlé stravitelnosti syrovatkovych bilkovin (Dangin et al., 2003).

Béhem poslednich let bylo zjiSténo, Ze proteiny nachazejici se v potravinach,
jsou bohatym zdrojem biologicky aktivnich peptidd. V soucasné dobe jsou
jsou hydrolyzaty se specifickymi aminokyselinovymi sekvencemi, které maji pfiznivy
fyziologicky vliv na organismus (Udenigwe and Aluko, 2012). Mohou mit pozitivni
organové¢ soustavy Vv lidském organismu a to kardiovaskuldrni, travici, imunitni
anervovy systém (Korhonen and Pihlanto, 2006). Pro svoji potencionalni schopnost
snizovat krevni tlak, hladinu cholesterolu, zvySovat pfirozenou imunitu, antitrombotické
nebo antioxidacni ucinky jsou bioaktivni peptidy pfedmétem intenzivniho védeckého
zajmu. NEkolik druhti funkénich potravin, zaloZenych na bioaktivité téchto peptida jiz
bylo uvedeno na trh anebo jsou v procesu vyvoje potravinaiskych spole¢nosti (Bhat et
al., 2015).

Bioaktivni peptidy jsou ve struktufe plivodnich matefskych proteinii neaktivni
ak jejich odStépeni a nasledné¢ aktivaci je nutnd hydrolyza peptidovych vazeb.
Bioaktivni vlastnosti téchto proteinii zavisi na nékolika faktorech, jako jsou enzymy
pouzité pro jejich hydrolyzu, vyrobni podminky a velikost vyslednych peptida, ktera
vyznamné ovliviiuje jejich absorpci v enterocytech a biologickou dostupnost v cilovych
tkanich (Udenigwe and Aluko, 2012). Fyziologicky aktivni peptidy jsou produkovany
z proteinli obsazenych v potravindch bud’ in vivo hydrolyzou travicimi enzymy b&hem
gastrointestindlniho traveni, nebo in vitro bakteriemi mléného kvaseni béhem
fermentace mléénych vyrobkd, ¢i zpracovanim potravin a enzymaticky katalyzovanou
proteolyzou enzymy ziskanymi z mikroorganismti nebo z rostlin. Podle mnoha studii je
za nejefektivnéjsi produkei bioaktivnich peptidii povazovana kombinace téchto metod
(Korhonen and Pihlanto, 2006). VétSina znamych bioaktivnich peptida je produkovana
in vitro enzymatickou hydrolyzou nebo fermentaci (FitzGerald et al., 2004). Nékteré
tripeptidy ziskané z mléka fermentovaného kmenem Lactobacillus helveticus, byly
oznaceny jako peptidy s nejucinnéj$imi antihypertenzivnimi U¢inky (Nakamura et al.,
1995). Velké mnozstvi znamych bioaktivnich peptidi  je  produkovéano
gastrointestindlnimi enzymy, nejCastéji pepsinem a trypsinem. Napiiklad ACE
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inhibitory neboli inhibitory enzymu angiotenzin-konvertdzy snizujici hypertenzi, jsou
nejcastéji produkovany trypsinem. Schopnost produkovat bioaktivni peptidy maji ale
1jiné travici enzymy a rizné enzymatické kombinace proteinaz, jako jsou alkalaza,

chymotrypsin a pankreatin (FitzGerald et al., 2004).

3.3 Vliv konzumace mléka na zdravi

3.3.1 Kosti

V mléce je obsazeno vSech 20 zakladnich minerald a vapnik, nezbytny
pro spravny rust a vyvoj kosti, je hlavnim z nich. Mléko je bohaty zdroj nejen vapniku
ale také slozek potfebnych pro jeho vstiebavani ve stieveé, jako jsou laktaza
a fosfopeptidy. V zapadnich zemich jsou hlavnim zdrojem véapniku pravé mléko
amlécné vyrobky (Goulding et al., 2004). Dospélé lidské t€lo obsahuje asi 1200 g
vapniku, coz ¢ini asi 1-2 % télesné hmotnosti. Z toho se 99 % vapniku nachazi
v mineralizovanych tkénich, kde je pfitomen ve form¢ fosfatli a poskytuje jim pevnost
a strukturu (Nordin, 1997). Je prokdzano, ze zvySeny piijem véapniku ma piinos
pro vyvin a udrzovani kostni tkan¢ a muze fungovat jako prevence osteoporozy
v pokrocilejsim veku (Flynn et al., 1999).

Osteoporoza je nasledek snizeni denzity kostnich minerala a je charakterizovana
zvySenou kiehkosti kosti vedouci k zvySenému riziku zlomeniny. Kvili naristu
primérné délky zivota ma osteopordza rostouci vyznam a je fazena mezi globalni
zdravotni problémy (European Commission, 1998; Kin et al., 1991).

Kromé& mnozstvi vapniku obsazeného v potrave je dulezitym faktorem pro kosti
také jeho biologicka dostupnost, ktera je z mléka a mléénych produkti vyrazné vyssi,
nez dostupnost z potravin rostlinného ptivodu. Mnozstvi jednotlivych slozek mléka jako
je laktoza nebo laktuld6za ma pravdépodobné potenciondl zvySovat absorpci vapniku
v lidském organismu. Byly také uvetejnény studie dokazujici, Ze vstfebavani vapniku
mize pozitivnim zpisobem ovlivnit mléény tuk a v ném obsazena kyselina linolova
(Cashman, 2006; Kerstetter, 1995).

Moller et al. (2008) prokazali, ze proteiny mlééného séra stimuluji proliferaci
a diferenciaci osteoblastli, které se podileji na tvorbé kolagenu a kosti. Aktivni latky
stimulujici osteoblasty byly objeveny v takzvaném MBP (milk basic protein), coz je
frakce mlécnych syrovatkovych proteini slozend z laktoferrinu, laktoperoxidazy

a dalSich aktivnich proteini (Kruger et al., 2007). Bylo zjisténo, ze MBP snizuji tvorbu
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osteoklastii, které pusobi na rozklad kosti a uvoliluji minerdlni latky do plasmy.
Pii denni suplementaci 40 mg MBP po dobu 6 mésici byl prokazéno, ze tato latka
zvySuje denzitu kostnich mineralt a tlumi osteoresorpci (Moller et al., 2008). Milk
basic protein tak hraje vyznamnou roli v prevenci a 1écbé osteopordzy. Byly objeveny
idalsi vmléku piitomné latky jako vitamin K2 a isoflavon, které ovliviuji

metabolismus (tvorbu a vstiebavani) kosti (Toba et al., 2014).

3.3.2 Inzulin

Inzulin je hormon snizujici hladinu cukru v krvi, ktery je produkovan beta
bunikami Langerhansovych ostriivki slinivky bfisni (Leney and Tavare, 2009). Mléko je
vyznamnym zdrojem leucinu, esencidlni aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem, ktery
ma dulezitou funkci pro metabolismus insulinu. Na zvySenou koncentraci leucinu v krvi
reaguje signalni drédha inzulinu a spousti tak kaskadu reakci iniciujici fosforylaci
andslednou translaci (Layman, 2003). Mlécné proteiny tak maji u zdravych lidi
a u pacientll trpicich diabetem druhého typu prokazatelné inzulinotropni ucinky
(Nilsson et al., 2007).

Kombinace mléka s pokrmem s vysokym glykemickym indexem, mtlize vyvolat
stimulaci inzulinu a snizit koncentraci krevni glukézy (Frid et al., 2005). Snizeni
hladiny glukézy v krvi je pro lidsky organismus velmi pifinosné a predstavuje dikaz
toho, ze konzumace mléka mulze zmenSit rizika onemocnéni souvisejicich se
syndromem inzulinové rezistence. Dusledky projevu syndromu inzulinové rezistence,
znamého také jako metabolicky syndrom, jsou dal§i vazna onemocnéni jako obezita,
intolerance glukdzy, hypertenze a zvySené riziko pro diabetes typu 2 (Reaven, 1993).
Podrobnym vyzkumem souvislosti konzumace mléka a syndromem inzulinové
rezistence se zabyvali Pereira et al. (2002). Dosli k zavéru, ze konzumace mléka
a mlécnych vyrobkl uzce souvisi s rozvojem syndromu inzulinové rezistence predevsim
u obéznich jedincti s body mass indexem vy$§im nez 25 kg/m’. U pacientil, kteii
konzumovali mlééné vyrobky minimalné 35krat do tydne, byly projevy daného
syndromu o 72 % mensi nez u téch, ktefi mléénych vyrobkli konzumovali pouze deset
za jeden tyden. Epidemiologicka studie, kterd se zabyvad moznymi pfiznivymi U¢inky
mléka a mléénych vyrobkil na obezitu déti a dospélych, poukazuje také na moznou
souvislost mezi poklesem mnozstvi konzumovaného mléka za posledni tfi dekady
a soucasny narlst obezity a diabetu typu 2 v populaci za toto obdobi (Carruth and

Skinner, 2001).
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Dalsi slozka ptitomna v mléce, kterd ovliviiuje hladinu glukézy v krvi, je
glutathion. Jednd se o tripeptid, ktery ma dualezitou roli antioxidantu. V organismu
odstraniuje reaktivni kyslikové ¢astice (ROS) vzniklé oxida¢nim stresem, které inhibuji
expresi genu pro insulin (Cai et al., 2003).

Konzumace kravského mléka miize také podle studie Karjalaineneta et al. (1992)
vézt kiniciaci autoimunitni odpovédi, ktera ni¢i pankreatické beta bunky, ¢imz
zpiisobuje diabetes mellitus. Inicidtorem této autoimunitni odpovédi jsou proteiny

krevniho séra BSA.

3.3.3 Nadorova onemocnéni

Rakovina, ktera je celosvétové jednou zhlavnich pfi¢in Umrti, ma ro¢né
na svédomi pfiblizn€ 7,6 miliont lidi (Davoodi et al., 2013). Skute¢nost, Ze pouze 5-
10 % vyskytu této nemoci ma geneticky pivod a zbyvajicich 95 % je zpusobeno
zivotnim stylem, potvrzuje, Ze strava ma na rozvoj rakoviny bezesporu vyznamny vliv
(World Cancer Research Fund, 1997). Sledovani nemocnych jedinci ukézalo, Ze
ptiblizné 30 az 40 % piipadi rakoviny je mozné piedchézet prostfednictvim modifikace
skladby stravy (Marmot et al., 2007).

Zkoumanim vlivu pfijmu mléka na rozvoj rakoviny se zabyvalo velké mnozstvi
studii, ale vysledné udaje jsou ve vétsing ptipadii sporné a nejednoznacné (Gallus et al.,
2006; Qin et al., 2009; Tsuda et al., 2000). Podle Svétového fondu pro vyzkum rakoviny
World Cancer Research Found (WCRF) existuje moznost, ze konzumace mléka a
mlécnych produktl zvySuje riziko naddorového onemocnéni prostaty a ledvin (World
Cancer Research Found, 1997).

Rakovina prostaty je jednim z nejcastéjSich zhoubnych onemocnéni u starSich
muzll a nadmérna konzumace mléka je Casto spojovana se zvySenym rizikem tohoto
onemocnéni. Pfi¢inou je pravdépodobné nadbytek vapniku, ktery v organismu snizuje
mnozstvi vitaminu D. Tento vitamin ma v pribéhu rakoviny prostaty vyznamnou
schopnost inhibovat rist a vyvoj nddorovych bunék (Davoodi et al., 2013). Dalsi slozka
mléka, kterd by mohla mit vliv na rakovinu prostaty je hormon IGF-1 (Insulin Growth
Factor), zajistujici v organismu rust a déleni bun¢k. Muzi, kteti maji zvySenou hladinu
IGF-1 v krvi, maji oproti muziim s niz§im obsahem IGF-1 vyssi riziko nadorového
onemocnéni prostaty (Qin et al., 2009).

Naopak pozitivné ovliviluje konzumace mléka karcinom tlustého stieva

a konecniku, které se tadi mezi tfeti nejcastéjSi nadorové onemocnéni. ZvySena
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konzumace mléka a mléénych vyrobkl plisobi prokazatelné jako prevence této nemoci
(Gallus et al., 2006). Studie Cho et al. (2004) zkoumala 4992 jedinct, kterym byla tato
nemoc diagnostikovana, a bylo prokazano, ze u pacienti konzumujicich vice nez jednu
sklenici mléka denné bylo riziko rozvoje rakoviny snizeno o 15 % v porovnani
s pacienty, ktefi mléko nekonzumovali vliibec nebo jen v omezeném mnozstvi. Holick
(2008) ve své studii dokazal, ze zvySend konzumace vapniku obsazené¢ho v mléce
snizuje riziko rakoviny tlustého stfeva. Pfijem vapniku v mnozstvi 1200 az 1500
mg/den nebo 4 porce mléka a mléénych vyrobkid denné je podle né& nejucinnéjsi

prevenci této nemoci.

3.3.4 Sarkopenie a doplnéni bilkovin

Sarkopenie je definovana jako fyziologicky proces, postihujici zejména starsi
jedince, pii kterém dochazi k progresivni redukci svalové sily a hmoty. Casto pfichazi
znaéné procento disability (Janssen et al., 2004). V soucasné dob¢ se stale zkoumaji
mechanismy, které k sarkopenii vedou. Piestoze syntézu proteind v organismu ovliviiuje
kosterni svalové hmoty jsou aminokyseliny ziskané¢ ze stravy (Paddon-Jones and
Rasmussen, 2009).

Zvysenda konzumace bilkovin obsazenych v potravinich, je u jedinch
v pokrocilém véku pravdépodobné jeden z dilezitych mechanismil pro zlepseni zdravi
svalll. Zaroven je tato cesta prirozenéjsi a levnéjsi, nez konzumace vyzivovych doplnkt
obsahujicich leucin a dalsi esencidlni aminokyseliny. Vyzkum se v posledni dobé
zaméfuje na proteiny obsazené v mléce, které jsou potencionalné efektivnim zdrojem
aminokyslein pro stimulaci syntézy svalovych proteinti a podporu rlstu svalové hmoty
(Cooper et al., 2016). Mlécné proteiny obsahuji pomérné velké mnozstvi leucinu, ktery
je pro syntézu svalovych proteind klicovy (Phillips et al., 2005). Konzumaci mléka
a mléénych vyrobkl je pro zpomaleni pribéhu sarkopenie nejefektivnéjsi kombinovat
s pohybovou aktivitou a cvicenim, které je u starSich jedinci prokdzanym stimulem
anabolismu (Hartman et al., 2007).

Dalsi slozkou pfitomnou v mléce, kterd mlze hrat dilezitou roli v prevenci
a zmirnéni ptiznakl sarkopenie je vitamin D. Mnozstvi tohoto vitaminu obsazeného
v organismu obecn¢ s vékem klesa. Epidemiologicka studie dokéazala, Ze nizk4 hladina

vitaminu D ma negativni vliv na narlst svalové hmoty a naopak dostatek tohoto
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vitaminu svalovou hmotu podporuje. Pfesné mechanismy, pro¢ tomu tak je, jsou
doposud neznamé, ale pravdépodobné souvisi s receptory pro vitamin D pfitomnymi

ve svalech (Robinson et al., 2012).

3.3.5 Milé¢na alergie a intolerance

3.3.5.1 Mlécna alergie

Potravinova alergie je abnormalni imunitni odpovéd organismu v disledku
precitlivélosti na potravinu nebo jeji slozku (Helm and Burks, 2000). Mlé¢na alergie je
nepiizniva reakce organismu na bilkoviny obsazené v mléce, kterd mize vyvolat kozni
(atopicka dermatitida, kopfivka), respirani (ryma, astma, kaSel) ¢i gastrointestinalni
(zvraceni, prujem, kolika) potize a v extrémnich ptipadech dokonce anafylaxi (Monaci
et al., 2006).

Kravské mléko je v détstvi jednim z nejrozsSifenéjSich alergend. Ve vétSiné
ptipadu tato piecitlivélost po prvnim roce zivota vymizi, ale 15 % déti zistava na mléko
alergickych. Alergie na mléko mize mit dva zdkladni typy priibéhu a to s pomalym,
nebo akutnim nastupem reakce. Jedna-li se o akutni alergickou reakci, je
zprostifedkovana protilatkami. V pfipadé pomalého typu se alergickd reakce projevi az
po nekolika hodinach ptfipadné dnech od poziti mléka a to ptiznaky jako je prijem nebo
ubytek hmotnosti. Tato reakce je zprostfedkovana T-lymfocyty. Kvili nespecifickym
symptomiim je v tomto piipadé¢ naro¢né mlécnou alergii diagnostikovat (Haug et al.,
2007).

Kravské mléko obsahuje velké mnoZstvi proteinii, povazovanych za antigeny
a schopné indukovat imunitni odpovéd’. Studie provadéné na velké populaci alergickych
pacientl ukazaly, Ze proteiny které maji v mléku nejvétsi zastoupeni, tedy kaseiny, 3-
laktoglobuliny a o-laktalbuminy, jsou také hlavnimi alergeny. NejCast&jsi je alergie
na a-gkaseiny. Zarovenl se ale v procesu alergie ukazaly byt dalezitymi minoritni
proteiny mléka, jako napifiklad BSA, laktoferin a imunoglobuliny (Wal, 2001).
Antigenni vlastnosti mlécnych proteinti Ize tepelnou upravou zmirnit. V nedavné studii
bylo prokézano, ze imunitni systém u témét 70 % pacientd trpicich mlécnou alergii
konkrétné na B-Lg, produkoval po konzumaci mléka zahtatého na 75°C vyrazné mensi
mnozstvi imuoglobulinu E (IgE) nez po konzumaci mléka syrového (Taheri-Kafrani et

al., 2009). Pfiznivy vliv tepelné Upravy mléka na alergii potvrzuje i studie, ktera
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dokazala, ze ptiblizn€¢ 75 % déti trpicich mlécnou alergii toleruje mlé¢né vyrobky, které

prosly procesem peceni (170°C, 30 min) (Nowak-Wegrzyn et al., 2008).

3.3.5.2 Laktozova intolerance

Pojem laktézova intolerance je Casto chybné zaménovan za mlécnou alergii.
Intolerance kravského mléka je definovdna jako neimunologickd rekce, ktera se
projevuje poruchami traveni a metabolismu laktézy a je zplsobena nedostatkem
enzymu [-galaktosiddza, Casto oznaCovanym jako laktdza. Tento enzym, ktery je
produkovan vtenkém stievé, je zodpovédny za hydrolyzu laktézy na glukozu
a galaktozu. Mlécna intolerance je oproti mlécné alergii méné zavaznym a cCastéjSim
onemocnénim (Haug et al., 2007).

Rozsah ptiznakt, které mohou byt zpisobeny laktdézovou intoleranci, je velmi

podobny symptomim mlééné alergie, coz komplikuje rozpoznani téchto dvou diagnéz.
Onemocnéni se nejéastéji projevuje ekzémem, zvracenim, prijmy nebo kieci zaludku.
k priniku vody. Tyto pfiznaky mohou byt zmirnény omezenim pii{jmu mléka
a mlécnych vyrobkl (Rusynyk and Still, 2001).
Poruchami traveni laktdzy trpi asi 75 % celosvétové populace, ale ne vSichni z nich maji
poruchu mlécné intolerance, protoze k té je zapotiebi fada genetickych a nutri¢nich
faktorii (Insel et al., 2004). Intolerance laktézy se mize projevit v jakémkoliv véku, ale
ve vétSiné piipadi ma plné donoSené dité schopnost produkovat laktazu, aby mohlo
travit matefské mléko, a projevy laktézové intolerance jsou tak u novorozencl
neobvyklé (Lomer et al., 2008). Nejcasteji se zacne projevovat az po patém roce veku
a predevsim u dospélych v diisledku postupného poklesu produkce laktazy. Laktézova
intolerance se vSak také muze projevit u pfedcasné narozenych déti, kdy docasny
nedostatek laktdzy mize byt nasledkem virové nebo bakteridlni enteritidy. Navic je tato
intolerance Casto geneticky pfenasena z rodice na dit¢ (Rusynyk and Still, 2001).

Bylo prokédzano, Ze laktdézova intolerance je vyznamnym zplisobem zavisla
na lidské rase. Nejvice timto onemocnénim trpi populace stmavou pleti, naopak
nejméng jsou postiZzeni obyvatelé severni Evropy (Bahna, 2002). Je zde pravdépodobné
souvislost s historickou skutecnosti, ze do oblasti severni Evropy je datovan zacatek
chovu dojnic zhruba uz pted 10 000 lety. Neddvné analyzy DNA dokézaly, Ze
pfed zacatkem chovu krav a konzumace kravského mléka obyvatelé téchto oblasti

schopnost travit laktézu neméli. Tato vlastnost se pravdépodobné vyvinula jako
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nasledek zatfazeni sav€iho mléka do jidelnicku, a to zejména v obdobi chudé sklizné
(Beja-Pereira et al., 2003). Je zajimavé, ze u jedincli smiSené¢ho etnického piivodu se

laktozova intolerance projevuje jen minimalné (Johnson, 1981).

3.3.6 Miléko a exprese mucinu

Mukoézni povrch, jehoz hlavni slozkou je mucin, slouzi jako pfirozena bariéra
gastrointestinalniho traktu (GIT). Mucin je slozity glykoprotein podporujici motilitu
lumenu stfeva (Taira et al.,, 2015), obsahuje také vazebna mista pro rezidentni
mikrofléru a zajiStuje vysoké koncentrace imunoglobulinl, ¢imz zajiStuje ochranu
organismu pifed napadenim a  kolonizaci  patogennich  mikroorganismt.
V gastrointestinalnim traktu vytvafi mucin vrstvu hlenu o vysSce 30-300 um, ktera se
smérem od tenkého stfeva ke konecniku zvétSuje (Van Tassell and Miller, 2011). Mucin
je sekretovan poharkovymi bunikami intestinalniho epitelu a proti proteolyze travicimi
enzymy je chranén specifickymi oligosacharidy, které pokryvaji 80 % hlavniho fetézce
(Montagne et al., 2004). Z rozsifenych ¢asti poharkovych bunék, kde jsou obsazena
mucigenni zrna tvofena glykoproteinem, je dale sekretovan do lumenu stfeva, kde
vytvari hydrofilni membranu. Doposud bylo objeveno piiblizné 20 typti mucinu. Jejich
pfesné mnozstvi a sloZzeni v travici soustavé je ve vyvazeném stavu diky bakterialni
degradaci a soucasné syntéze poharkovymi bunikami (Sharma et al., 1997). V GIT se na
tvorbé mukoézniho hlenu podileji predevsim MUC2, MUCSAC, MUC5B a MUC6.
Béhem poslednich let byla objevena jesté¢ druha tfida mucinli, mezi které patii MUCI,
MUC3 a MUCA4. Tyto takzvané membranové asociované muciny jsou aktivnimi
komponenty bunéénych membran a tvoii dillezitou bariéru proti patogeniim (Desseyn et
al., 2000).

V posledni dob¢ se fada studii zaméfuje na vliv, ktery ma pfijimand strava
na poharkové bunky a sekreci mucinu. Ukdzalo se, Ze konzumace potravin obsahujici
threonin, mlécné peptidy, vldkninu a rezistentni Skrob je spojena se zvySenou sekreci
mucint ve stfevech krys (Hino et al., 2012). Vyziva tedy dokdze vyraznym zptisobem
ovlivnit jak syntézu, tak sekreci mucinu z poharkovych bunck, coz mlze dale vést
ke zménam ve slozeni a v jinych vlastnostech hlenu, véetné jeho tloustky. Mucin ma
spolecné se symbiotickymi bakteriemi a lymfatickym systémem klicovou ulohu
pfi udrzovani optimalniho fyziologického stavu gastrointestinalniho traktu (Tailford et
al., 2015). Pro potvrzeni ¢i vyvraceni teorie, zda je ovlivnénim exprese a syntézy

mucinu pomoci vyzivy mozné zabranit nebo podpofit onemocnéni GIT, je vSak nutné
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provést vice studii. S velkou pravdépodobnosti by tento dalsi vyzkum mohl vést
k objeveni novych moznosti pro zlepseni funkce GIT. Cilem dalSich vyzkumu je najit
vyzivovy pléan, ktery by maximalizoval ochranny ¢inek hlenu a zaroven minimalizoval
metabolické ztraty spojené s produkci mucinu (Montagne et al., 2004). Jakakoli slozka
potravy, kterd zvySuje proteolickou enzymatickou aktivitu (napfiklad proteiny,
endogenni enzymy) muze potencidlné podporovat syntézu mucinu ve stfevech
(Moughan et al., 2013).

a syntézu mucinu ovliviiovat zasadnim zptisobem. Touto problematikou se zabyva fada
studii, vétSina z nich vSak byla doposud provadéna pouze na zvitatech nebo modelech
in vitro (Haug et al., 2007; Plaisanci¢ et al., 2013; Ushida et al., 2013; Zoghbi et al.,
20006).

Kromé GIT pokryvd mucin také sliznice dal§ich orgdnovych soustav a je
dilezitou slozkou slin v dutiné Ustni. V posledni dobé je astym predmétem spekulaci,
zda konzumace mléka a mléénych vyrobki zpiisobuje zahlefiovani a nadmérnou sekreci
mucinu v hornich a dolnich dychacich cestach. Vznik této teorie nebyl dosud objasnén
a pfevazna vétSina nejnovejSich védeckych studii tuto skute¢nost vyvraci (Wiithrich et
al., 2005). Mléko je vSak emulze, ktera po smichani se slinami zvySuje viskozitu hlenu,
coz muze v ustni dutiné zpiisobit pocit nadmérného zahlenéni (Vingerhoeds et al.,

2005).

3.4 Bunéény model tenkého stieva

Nejcastéji pouzivanym modelem tenkého stfeva je bunécna linie Caco-2, pavodné
izolovand z lidského tlustého stfeva. Tato linie byla vyvinuta zbunécné linie
epitelidlnich bunék kolorektalniho karcinomu pfi vyzkumu rakoviny provadénym
Jorgenem Foghem (Fossati et al., 2008). I pfes piivod Caco-2 bunék z karcinomu jsou
za normalnich kultiva¢nich podminek v pfitomnosti séra a glukozy schopny po dosazeni
konfluence iniciovat spontanni diferenciaci. Pokud jsou tyto buiiky péstovany v kultute,
vykazuji mnoho vlastnosti stfevniho epitelu, protoze tvoii polarizovanou monovrstvu
dobfe diferencovanych cylindrickych absorpénich bunék, které na svém apikdlnim
povrchu vytvari ¢ast plazmatické membrany urcenou pro absorpci, takzvany kartacovy
lem. Zde jsou pfitomny pienasece a zastupci enzymu tenkého stieva (Hilgendorf et al.,

2000). Caco-2 buiiky jsou nejcastéji péstovany v kultivacnich nadobach s kultivacnim
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médiem DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium). Zajimavosti téchto bunék je
jejich schopnost silné ptilnout k plastu kultiva¢ni nadoby (Ungell and Karlsson, 2003).

Caco-2 bunény model je oproti stfevnimu epitelu, ktery navic obsahuje
poharkové buiiky, endokrinni builkky a M-buiiky, tvofen pouze buitkami absorpénimi.
Poharkové buniky, které maji funkci vylu€ovani hlenu, piedstavuji druhy nejcastéjsi typ
buné¢k tenkého stteva (Hilgendorf et al., 2000). Z tohoto diivodu byly k doplnéni Caco-2
bun¢k vyvinuty zlidskych stievnich HT-29 bunck sublinie poharkovych bunék
produkujicich hlen (HT29-H) nebo mucin (HT29-MTX) (Ingels and Augustijns, 2003).
Bunééna linie HT29-MTX vznikla z izolace HT-29 bun¢k sekretujicich mucin, které
byly adaptovany na methotrexat (MTX).

V intestindlnim epitelu tvofi dva zdkladni typy bunck enterocyty a poharkové
buiiky. Aby byly in vitro studie co nejptesnéjsi, pouzivaji se modely se zastoupenim ko-
kultur obou typi téchto bunék. Enterocyty jsou zde reprezentovany Caco-2 buitkami
a poharkové buinky pak HT29-MTX bunéénymi liniemi, v odpovidajicim poméru
pfirozenym podminkam stfeva 90:10 (Pontier et al., 2001). Pfedchozi studie dokazaly,
ze pokud jsou oba typy bunck vypéstovany ve spole¢né kultufe, tvoii monovrstvy se

spoji tzv. tight junctions (Walter et al., 1996).

3.5 In vitro model traveni

Simulace traveni in vitro jsou €asto pouzivany pro zkoumani chovéani potravin
a léCiv v gastrointestindlnim traktu. Oproti pokusim provadénym in vivo maji tyto
modely traveni vyhodu vétsi rychlosti, niz§i ceny a jsou bez etickych omezeni. To
umoznuje paralelni zkoumani velkého mnozstvi vzorkii slouzicich pro ucely screeningu.
Reprodukovatelnost a snadny odbér vzorka v konkrétnich mistech ¢ini in vitro modely
traveni vhodnymi pro studie a tvorbu novych hypotéz. Tyto metody se snazi
o napodobeni fyziologickych podminek in vivo a kromé jinych faktorti piihlizi
k pfitomnosti travicich enzymd a jejich koncentraci, pH, dobé traveni a koncentraci soli.
Pouzivéani rtiznych in vitro modell trdveni napfi¢ vyzkumnymi tymy vSak casto brani
moznosti porovnat dosazené vysledky experimentt. Napiiklad velké mnozstvi enzymu
ziskanych z rozdilnych zdroju, jako z pivodu praseciho, kraliciho nebo lidského mize
znanym zpusobem pozménit vysledky provadénych experimenti (Minekus et al.,
2014).
V literatufe jsou nejcastcji popisovany statické modely, které obsahuji v kazdém
kroku traveni konstantni mnozstvi jidla v poméru senzymy, solemi a zluCovymi
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kyselinami. Existuji nicméné i gastrointestindlni modely umoZziujici dynamickou
simulaci traveni tedy fyziologické a fyzikalné-chemické procesy GIT, pii kterych
dochazi v zéavislosti na ¢ase ke zménam v pH, koncentraci enzymu a dalSich faktort
(Hur et al., 2011). Vysledky ztéchto in vitro testi ukézaly dobrou korelaci s daty
ziskanymi ve studiich s lidskymi dobrovolniky (Alander et al., 1999).

Z divodu vyse uvedenych poznatkt doslo k vyvoji védeckého modelu SHIME
(Simulator of Human Intestinal Microbial Ecosystem), tedy simuldtoru stfevniho
mikrobidlniho ekosystému. Tento model byl vyvinut pro studium fyziologicko-
chemickych, enzymatickych a mikrobidlnich parametri v simulovaném prostiedi
invitro a je slozen z péti reaktorti, které simuluji kyselé prostiedi a trdveni pepsinu
v zaludku, travici procesy v tenkém stievé a mikrobidlni procesy ve vSech oddilech
tlustého stfeva. Peclivda kontrola podminek vnitiniho prostfedi v téchto reaktorech
umoziuje ziskat komplexni a stabilni mikrobidlni spolecenstva, které jsou strukturou
i funkci velmi podobné spolecenstvu pfitomnému v tlustém stievu. Tento model traveni
muze byt pouzit pro studium metabolického rozkladu potravin a 1é¢iv po dobu az

nékolika tydnt (Molly et al., 1994; Van de Wiele et al., 2004).
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4 Material a metody

4.1 Priprava mlé¢ného hydrolyzatu

Vzorky mlécného hydrolyzatu byly pfipraveny zhovéziho mléka (syrové
kravsk¢ mléko, Farma Hole, Oldfich Polacek, CZ) podle protokolu in vitro
simulovaného gastrointestinalniho traveni (Minekus et al., 2014). Byly pfipraveny
simulované zalude¢ni (simulated gastric, SGF) a simulované duodenalni stavy
(simulated duodenal, SDF) podle Kopf-Bolanz et al. (2012) a Versantvoort et al. (2005).
Vzorek mléka (5 ml) byl smichén s 5 ml SGF doplnéného o praseci pepsin (2000 U/ml
SGF). Faze zalude¢niho traveni byla provedena pfi teploté 37°C po dobu 2 hodin pii pH
3.0 (upraveno pomoci 1M HCI) a ukonfena neutralizaci ptidavkem 0,5M
hydrogenuhli¢itanu sodného (Merci, Brno, CZ). Nasledn¢ bylo do traveniny ptidano
10 ml SDF a zluc¢ové soli (10 mM). Stievni faze traveni byla provedena pii teploté 37°C
po dobu 2 hodin pfi pH 7 (upraveno pomoci 1M NaOH). Enzymy (Sigma-Aldrich,
Praha, CZ) pouzité pro intestinalni traveni byly: praseci trypsin (100 U/ml SDF), hovézi
chymotrypsin (50 U/ml SDF), prase¢i lipaza (2000 U/ml SDF) a kolipaza (molarni
pomér lipdza/kolipdza : 1/2). Travenina byla zamrazena na teplotu -80°C. Zasobni
roztok mlééného hydrolyzatu byl nafedén v DNEM (Dulbecco’s Modified Eagle

Medium) médiu na kone¢nou koncentraci 1,5 pg/ml.

4.2 Bunééné kultury

Caco-2 bunécna linie byla ziskdana z ATCC (American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland, USA) a bunécné linie HT29-MTX byla zakoupena ze Sigma-
Aldrich (Praha, CZ). Ob¢€ bunétné linie (pasdze v potadi P37 a P74) byly kultivovany
v médiu DMEM s ptidavkem 20% fetdlniho hovéziho séra (FBS), 1% neesencialnich
aminokyselin, 100 U/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu. VSechna média a ¢inidla
byla ziskana ze Sigma-Aldrich (Praha, CZ). Inkubace byla provadéna pfi teploté 37°C
a5 % (v/v) CO,. Médium bylo ménéno kazdé dva dny. Bunécéné linie byly zao¢kovany
do dvou NUNC 24jamkovych kultivaénich desti¢ek s koncentraci 3.6 x 10* Caco-2
bundk a 0.4 x 10* HT29-MTX bun¢k v 1 ml DMEM pro stanoveni exprese mucinu
pomoci ELISA kitu. Desticky byly kultivovany po dobu ctrnécti dni az do vytvoteni
80% konfluentni bunééné monovrstvy. Plastik pro bunécné kultury byl zakoupen z

Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA).
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4.3 Stanoveni 50% inhibi¢ni koncentrace (MTT test)

Pied testem exprese mucinu byla na zakladé stanoveni cytotoxicity vybrana
vhodnd netoxickd koncentrace mléného hydrolyzatu. Pouzitim MTT testu byla
zmétena zivotaschopnost bun¢k (Caco-2, HT29-MTX a jejich ko-kultury). Bunééné
linie Caco-2 a HT29-MTX o koncentraci 2.5 x 10° bunék na jamku a ko-kultura
o koncentraci 3,6 x 10° Caco-2 a 0,4 x 10° HT29-MTX byly zaotkovany v NUNC
96jamkovych destickach a inkubovany po dobu 24 hodin pii teploté 37°C a atmosfére
obsahujici 5 % CO,. Poté byl k bunikdm ptfidan hydrolyzat mléka v dvojkovém sériovém
fedéni (0,008 - 16,5 pg/ml) po dobu 72 hodin. Nasledné bylo do kazd¢ jamky ptidano
MTT ¢inidlo (1 mg/ml) v DMEM médiu a desticky byly inkubovany dal$i2 hodiny
pfi teploté 37°C. PO inkubacni dob¢ byly odsaty supernatanty a do kazdé jamky pridano
100 ul DMSO. Byla zmétena absorbance pii vinové délce 555 nm za pouziti piistroje
Tecan Infinite M200 (Tecan Austria GmbH, Grodig, AT). Procento umrtnosti
pro kazdou koncentraci mlécného hydrolyzatu bylo zaneseno do grafu a pouzito

ke stanoveni 50% inhibi¢ni koncentrace (ICs).

4.4 Exprese mucinu

Z pln¢ narostlé diferenciované 24jamkové desticky s ko-kulturou bunéénych
linii byl odsat supernatant a ke kazdé¢ jamce byl pfidan 1 ml média s mléEnym
hydrolyzatem (1.5 pg/ml) a desticka byla nasledn¢ inkubovana po dobu 48 hodin.
Jako kontrola bylo pfiddino DNEM médium. Pro stanoveni exprese mucinu pouzitim
enzymatického imunotestu (ELISA) byly monovrstvy v jednotlivych jamkach rozruseny
pomoci pipety. Poté byl celkovy obsah jamek pienesen do 15 ml polypropylenovych
zkumavek a zcentrifugovéan (2,000 x g, 10 min.). Ziskané supernatanty byly uchovany

pro pozdgjsi analyzu pfi teploté -18°C.

4.5 ELISA test

Za pouziti kitu Human Muc2 ziskaného z Antibody Research (St. Charles, USA)
byla u ziskanych supernatanti po 48 hodinach zmétena sekrece MUC2 podle nadvodu
vyrobce. Pied vlastnim méfenim byl obsah zakoncentrovan na 20 % pivodniho objemu
v odstfedivce Scanvac (Labogene, DK). Poté byla desticka v testu ELISA zmétena

pfi vinové délce 450 nm za pouziti piistroje Tecan Infinite M200. Profil mucinu vzorku
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byl hodnocen ve dvou replikach. Vysledné hodnoty byly vyjadifeny jako pg/ml proteinu

v supernatantu bunék.
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5 Vysledky

Néplni prace bylo stanovit, jakym zplsobem ovliviluje mlécny hydrolyzat
pfipraveny z hovéziho mléka expresi mucinu MUC2 v in vitro bunééném modelu na ko-
kultufe Caco-2 a HT29-MTX buné¢nych linii.

Pied samotnym testem exprese mucinu jsme vybrali vhodné netoxické koncentrace
mlécného hydrolyzatu pomoci stanoveni inhibi¢ni koncentrace ICsy pouzitim MTT
testu. Pro dany test byl hydrolyzat mléka dvojkové nafedén v rozmezi koncentraci
0,008 - 16,5 pg/ml a ptidan k bunéénym liniim. Hodnota ICsy pro Caco-2 bunéénou linii
byla stanovena na 1,57 pg/ml, pro HT29-MTX 1,56 pg/ml a pro smésnou ko-kulturu
Caco-2/HT29-MTX 1,51 pg/ml. VSechna naméfend data cytotoxicity jsou uvedena
vgrafu 1 A, B, C. Ze ziskanych vysledkli stanoveni cytotoxicity byla urcena
koncentrace 1,5 pg/ml mlééného hydrolyzatu, ktery byl pfidavan ke smésné kultute

Caco-2/HT29-MTX v nasledném experimentu exprese mucinu MUC2.
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Graf 1 Zivotaschopnost Caco-2 (A), HT29-MTX (B) a Caco-2/HT
29-MTX (C) po ptidavku hydrolyzatu mléka. Jednotlivé hodnoty vyjadieny jako
procento zivotaschopnosti bun¢k porovnanim s kontrolou + standardni odchylka (SD).
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Po zjisténi netoxické koncentrace hydrolyzatu mléka k jednotlivym buitkam
jsme provedli expresi mucinu MUC2 pouzitim ELISA testu. Ke smésné ko-kulture byl
pfiddin mlécny hydrolyzat o koncentraci 1,5 pg/mla vyslednd hodnota pro expresi
mucinu MUC2 po pfidani hydrolyzatu byla stanovena na 0,11 + 0,02 pg/ml proteinti
v supernatantu bunék. Hodnota kontrolniho vzorku bez ptidani mlééného hydrolyzatu

byla 0,09 + 0,01 pg/ml. Vysledky experimentu jsou zobrazeny na grafu 2.

150

100 -

501

Muc2 protein [ng/ml]

Graf 2 Vyhodnoceni exprese MUC2 pomoci kitu Human Muc2 na smésné kultuie

Caco-2/HT29-MTX po ptidavku hydrolyzatu mléka v koncentraci 1,5 pg/ml.
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6 Diskuze

Muciny jsou vysokomolekuldrni glykoproteiny, které tvoii hlavni slozku sliznice
epitelu gastrointestinalniho traktu. Jsou sekretovany cylindrickymi pohéarkovymi
buitkami rozmisténymi mezi bunkami epitelu. RozliSuji se dva typy mucintll, a to
membranové a sekrecni. V reprodukéni, tracheobronchidlni a gastrointestinalni soustavé
se nachazi mucin sekrecni, tvofici zde hlen obsahujici proteiny, které jsou soucasti
traveni a transportu zivin do organismu (Grajek and Olejnik, 2004).
pfirozena bariéra, ktera chrani gastrointestindlni trakt pifed patogennimi organismy.
Mezi dal$i ulohy se fadi lubrikace lumenu stfeva usnadiiujici prichod tréveniny,
zachovani hydratacni vrstvy epitelu, ochrana epitelu pfed natravenim kyselymi
zalude¢nimi $tdvami a tvorba propustné gelové vrstvy pro vyménu plynt a Zivin
s intestindlnim epitelem. Muciny jsou také spojovany s proliferaci a diferenciaci bunék
a maji vliv na invazi a vyvoj nadort (Leteutre et al., 2004). Diky v§em témto zminénym
funkcim a vlastnostem, hraje mucin pro lidsky organismus dualezitou roli a jeho exprese
a sekrece se tedy stala pfedmétem mnoha studii.

Cilem této prace bylo ovéfit, zda a do jaké miry ovliviiuje konzumace mléka
a v ném piitomnych proteinl expresi mucintl u epitelidlnich buné€k in vitro na statickém
modelu traveni. Jako vzorek mléka byl pouzit mlécny hydrolyzat, ziskany z kravského
pfirozenym podminkdm ve stfevé, byla studie provadéna na smésné kultufe Caco-2
a HT29-MTX bunécnych linii. Caco-2 buiiky se samovoln¢ diferenciuji do monovrstev
polarizovanych bunék, coz je typické pro enterocyty a HT29-MTX maji schopnost
produkovat mucin a reprezentuji tak v tomto modelu poharkové bunky (Pontier et al.,
2001).

Byla zkouména exprese mucini MUC2, ktery je v travicim traktu, pfedevSim
v tlustém stfeve, zastoupen nejvyznamnéji. Vysledky nasi studie ukézaly, ze mléko
zvySuje expresi mucini MUC?2 v epitelidlnich bunikach. Tento typ mucinu je slozeny
ze dvou vrstev s rozdilnou funkci a vlastnostmi. Vnitini vrstva, pfiléhajici k epitelu
stieva, neobsahuje Zadné bakterie a je sloZzena zdrobnych porh, které zabraiuji
pfimému kontaktu s epitelidlnimi buitkami. Vrstva vnéjsi naopak obsahuje vysoky pocet
bakterii a vytvaii pro né idealni prostiedi (Allen et al., 2002). Studie dle Plaisancié et al.

(2013) se zabyvala expresi MUC2, kdy byl zkouman vliv bioaktivnich peptidi
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obsazenych ve fermentovaném mléce na indukci exprese mucinu v in vivo testech
na mlad’atech potkanii Bylo prokézano, Ze bioaktivni peptidy stimuluji genovou expresi
mucini MUC2 a MUC4 a ze 3-kaseiny obsazené v jogurtech maji schopnost udrzovat
nebo obnovovat stievni homeostdzu a mohou tak hrat zdsadni roli v ochrané sttevniho
lumenu.

Vzhledem k umisténi mucini mezi citlivou sliznici a lumenem stiev, maji veskeré
kvalitativni 1 kvantitativni modifikace jejich sekrece a exprese vyznamny vliv na jejich
funkci ochranné bariéry a mohou vést k podstatnym fyziologickym a patologickym
zménam. Mnoho studii tak podporuje hypotézu, Ze zmény v syntéze, sekreci a degradaci
mucinu mohou mit vliv na pribéh a vznik stievnich onemocnéni. Je uvadén piiklad
ulcerézni kolitidy, behem které dochdzi kredukci poctu poharkovych bunck
a k omezeni sekrece mucinu, coz vede ke ztraté mukozniho hlenu na povrchu epitelu
stteva (Einerhand et al., 2002). Z tohoto diivodu je v poslednich letech zkouman vliv
riznych faktori na mucin a snim souvisejici mukoézni hlen, obsazeny
v gastrointestinalnim traktu. Strava ovliviiuje syntézu mucinu a mnozstvi poharkovych
bun¢k vyznamnym zplisobem. Pfedchozi experimenty, provadény in vitro i in vivo
ukdzaly, ze vldknina a n€které mastné kyseliny s kratkym fetézcem mohou modifikovat
sekreci a expresi mucintl a zaroven také mnozstvi poharkovych bun¢k (Shimotoyodome
et al., 2000).

Vliv slozek mléka na expresi mucinu neni v soucasné dob¢ jesté detailn¢ objasnén.
Ushida et al. (2013) se zabyval vlivem mlé¢ného a-laktalbuminu na zalude¢ni hlen
krys, kdy bylo prokdzéno, ze o-laktalbumin stimuluje sekreci a syntézu mucinu
v zaludec¢ni sliznici. Dalsi studie zkoumajici dva modely (lidsky a krysi) poharkovych
buné¢k stfeva dosla k zavéru, ze peptidy s opioidni aktivitou nazyvané B-kasomorfiny
(B-casomorphins, B-CM), které byly derivovany z mlééného kaseinu, vykazovaly
zvysenou sekreci mucinu a nadmérnou expresi mucinovych gentl, zprostiedkovanou u-
opiodnimi receptory. Beta-kasamorfiny jsou bioaktivni peptidy, uvolilovany
z kravského mléka béhem gastrointestindlniho trdveni nebo pfi zpracovani mléka
(Zoghbi et al., 20006).

Z vyse zminénych experimentil Ize pfedpokladat, Ze mléko a mlééné vyrobky maji
schopnost iniciovat ¢i zvySovat expresi a syntézu mucint. Ackoliv vétSina provadénych
studii prokazala, Ze slozky mléka mucin v epitelidlnich buiikach GIT ovliviuji, je

zadouci provést vice experimentll, které by tyto ucinky potvrdily také za podminek
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in vivo. V prostfedi gastrointestindlniho traktu je totiz obsaZena fada dynamickych

faktort, které by mohly vysledky studii znatelné ovlivnit.
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7 Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo zjistit, zda a do jaké miry ovliviiuje konzumace
kravského mléka a zde pfitomnych proteinli expresi mucini u epitelidlnich bun¢k
gastrointestinalniho traktu. Ke stanoveni daného tkolu byl pouzit staticky in vitro
bunéény model zaloZzeny na bunéfnych liniich Caco-2 a HT29-MTX. Experiment
prokézal, ze kravské mléko zvySuje expresi mucinu MUC2. Po piiddni mlécného
hydrolyzatu o koncentraci 1,5 pg/ml do bunécného modelu vzrostla exprese MUC2
oproti ptivodni hodnoté 0,09 pg/ml na 0,11 pg/ml.

Zmény v syntéze a sekreci mucinu mohou mit vyznamny vliv na jejich funkci
ochranné bariéry a mohou vést k podstatnym fyziologickym a patologickym zménam,
tudiz dalsi vyzkum zabyvajici se touto problematikou by mohl vést k objeveni novych
moznosti pro zlepSeni funkce gastrointestindlniho traktu. Do budoucna by bylo
zajimavé provést tento experiment v podminkach in vivo, anebo zjistit vliv konkrétnich

slozek mléka na expresi mucinu.
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9 Seznam pouzitych zkratek

a-La a-laktalbumin

B-Lg [-laktoglobulin

B-CM [-casomorphins, 3-kasomorfiny

ATCC American Type Culture Collection

BSA Bovine serum albumine, Albumin krevniho séra

DNA Deoxyribonukleova kyselina

DNEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

EU Europien Union, Evropska Unie

FAO Food and Agriculture Organization

FBS Fetal Bovine Serum, Fetalni hovézi sérum

GIT Gastrointestinalni trakt

IC Inhibi¢ni koncentrace

IgA Imunoglobulin A

IDF International Dairy Federation, Mezinarodni mlékatska federace
IGF-1 Insulin Growth Factor

MBP Milk basic protein

MG Molten globule

MTX Methotrexat

MUC Geny kodujici membranové proteiny u fady mucint

ROS Reactive oxygen species, reaktivni kyslikové Castice

SDF Simulated duodenal fluid, Simulovana duodenalni stava

SGF Simulated gastric fluid, Simulovana zaludec¢ni Stava

SHIME Simulator of Human Intestinal Microbial Ecosystem

UHT Ultra-high Temperature Processing

WCRF World Cancer Research Fund, Svétového fondu pro vyzkum rakoviny
WHO World Health Organization, Svétova zdravotnicka organizace
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