Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroju

Katedra mikrobiologie, vyzZivy a dietetiky

CESKA ,
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Analyza oligosacharidi materského mléka

Bakalarska prace

Autor prace: Klara Sochorova

Obor studia: Vyziva a potraviny

Vedouci prace: prof. Ing. Vojtéch Rada, CSc.

© 2017 CZU v Praze



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze svou bakalaiskou praci "Analyza oligosacharidi matetského mléka" jsem
vypracovala samostatn¢ pod vedenim vedouciho bakalaiské prace a s pouzitim odborné
literatury a dalSich informacnich zdroju, které jsou citovany v praci a uvedeny v seznamu
literatury na konci prace. Jako autorka uvedené bakalaiské prace dale prohlasuji, Ze jsem v

souvislosti s jejim vytvofenim neporusila autorska prava tietich osob.

V Praze dne 20.4.2017




Podékovani

Rada bych touto cestou podekovala prof. Ing. Vojtéchu Radovi, CSc. za vedeni mé
bakalaiské prace. Dale bych rada podékovala Ing. Romanu Svejstilovi za cenné rady,

trpelivost a pomoc pii praci v laboratofi.



Analyza oligosacharidi materského mléka

Souhrn

Matetské mléko je unikatni diky vysoké koncentraci a rozmanitosti oligosacharidu.
Oligosacharidy tvofi jeho treti nejvétsi slozku a maji vicero funkci. Jednou z nejvice
uznavanych vyhod oligosacharidii matetského mléka je prebioticky efekt. Diky této funkci
dokazou ptiznivé pozménovat stievni mikrobiotu hostitele. Podili se ale i na rozvoji mozku,
imunité hostitele, antimikrobialnim a antiadhezivnim ucinku.

Cilem této prace bylo analyzovat oligosacharidy matetského mléka a dalSich sav¢ich
mlék, porovnat jejich struktury a otestovat jejich vliv na stfevni mikrobiotu. Oligosacharidy
byly Gspésné vyizolovany pomoci gelové chromatografie z matefského mléka a dalSich savéich
mlék a analyzovany na MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii. Déale byla ovéfena schopnost
ruznych druhil bifidobakterii vyuzivat odlisné frakce oligosacharidii matefského mléka jako
zdroj energie.

Kmeny Bifidobacterium bifidum, které jsou lidského ptivodu, dokazaly plné vyuzivat
oligosacharidy matefského mléka. Casteéné byly schopné oligosacharidy mateiského mléka
vyuzivat i lidské kmeny Bifidobacterium breve. Nulova rtstova aktivita byla naopak prokazana

u kmenti bifidobakterii zviteciho ptivodu.

Kli¢ova slova: oligosacharidy matefského mléka, prebiotika, sttevni mikrobiota, bifidobakterie



Analysis of Human Milk Oligosaccharides

Summary

Breast milk is unique because of high concentration and diversity of oligosaccharides.
Human milk oligosaccharides are its third largest component. Their importance is due to various
beneficial biological activites. One of the most recognized benefits of human milk
oligosaccharides is prebiotic effect. Due to this feature they can favourably modify the host’s
intestinal microbiota. They are also involved in brain development, host’s microbial immunity
and anti-adhesive effect.

The aim of this thesis was analyze human milk oligosaccharides and oligosaccharides
of other mammalian milks, compare their structures and test their effects on intestinal
microbiota. Oligosaccharides were successfully isolated from human milk and milk of others
mammals using gel chromatography and analyzed by MALDI-TOF mass spectrometry.
Furthermore, the ability of bifidobacteria to utilize several different fractions of human milk
oligosaccharides was evaluated.

Human-origin strains of Bifidobacterium bifidum were fully able to utilize the fractions
of human milk oligosaccharides, while human-origin strains of Bifidobacterium breve were
only partially able to utilize the human milk oligosaccharide fractions. No growth on human

milk oligosaccharides was shown by bifidobacteria of animal origin.

Keywords: human milk oligosaccharides, prebiotics, intestinal microbiota, bifidobacteria
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1 UVOD

Matetské mléko je jedinym zdrojem potravy novorozencu v jejich poc¢ate¢nim obdobi zivota a
je povazovano za zlaty nutri¢ni standard. Tato pozoruhodna tekutina se vyvijela vice nez 150
miliont let a obsahuje vSechny potfebné ziviny, které jsou pro rist déti nezbytné, ale také
slozky, které mohou poskytovat zdravotni vyhody nad ramec tradi¢nich zivin.

Jako hlavni makronutrienty jsou v mateifském mléce obsazeny lipidy, proteiny a sacharidy,
z nichz nejvice je zastoupena laktoza. Ml¢ko dale obsahuje vitaminy, enzymy a mineralni latky
1 Sirokou S$kalu biologicky aktivnich slouCenin, vcéetné imunoglobulini, nukleotidi a
oligosacharidu. Tyto komponenty jsou obsazeny na urovni vhodné pro optimalni rast, ochranu
a podporu vyvoje ditéte.

Tteti nejvice obsazenou slozku matetského mléka predstavuji oligosacharidy. Jejich mnozstvi
je ovlivnéno fazi laktace a pohybuje se v rozmezi od 7 g/L do 20 g/L. Struktury a sloZeni
oligosacharidi matetského mléka jsou mnohem slozitéj$i nez v mlécich jakychkoli jinych
zkoumanych druhii. Lze fici, ze se jedna o velmi strukturalné rozdilné slouceniny s mnoha
izomery. Obsahuji témét 200 dosud znamych struktur a jejich vyzkum stale pokracuje.
Oligosacharidy matetfského mléka jsou mimo jiné zdrojem energie pro rist zdravi prospéSnych
stitevnich bakterii. SniZzuji imrtnost pfed¢asné narozenych déti a chrani je proti nekrotizujici
enterokolitidé, kandidoze nebo Zaroven pozitivné plsobi na vyvoj centralni nervové soustavy,
podili se na rozvoji imunitniho systému a chrani kojence pfed vznikem infekci diky jejich
schopnosti inhibovat vaznost patogeni na povrchové receptory buné€k, ¢imzZ zvySuji odolnost

kojenych déti.

2 CILPRACE

Cilem prace bylo analyzovat sloZeni oligosacharidi matefského mléka a porovnat je s

oligosacharidy mléka dalSich savct a otestovat jejich vliv na stfevni mikrobiotu.

2.1 Hypotéza

Hypotézou bylo, ze se oligosacharidy matefského mléka budou ve slozeni lisit od

oligosacharidt z mléka dalSich savcl a budou rovnéZ podporovat jiné druhy bakterii.



3 PREHLED LITERATURY
3.1 Materské mléko

Matetské mléko je nejvhodnéjSi stravou pro novorozence. Plné zajisti dodavku vsech
potifebnych zivin (Vincentovd, 2006). Diky svému jedinecnému slozeni a biologickym
vlastnostem je pro ¢lovéka nenahraditelné. Poskytuje fadu vyhod jak pro kojence, tak i pro
kojici matku (Bronsky et Mitrova, 2013). Kojené déti maji snizené riziko vzniku infekce
dychacich cest, atopické dermatitidy, astmatu, obezity, diabetu 1. a 2. typu, nekrotizujici
enterokolitidy, gastroenteritidy a syndromu nahlého umrti kojence (Fitzstevens et al., 2016).
Existuji navic dikazy, Ze kojeni ma pozitivni vliv na zdravi jedince i v dospélosti (Bronsky et

Mitrova, 2013).
3.1.1 SloZeni materského mléka

Matetské mléko (MM) obsahuje komplex biologicky-aktivnich latek (Graf 1), jako jsou
sacharidy (zejména oligosacharidy), mastné kyseliny, aminokyseliny, mineralni latky, vitaminy
a dals$i esencidlni ziviny (Musilova et Rada, 2015).

0,30%
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Graf 1 Slozeni matefského mléka (Hennet, Weiss, & Borsig,
2014).

Slozeni makronutrientli zavisi na fazi laktace, ale je pozoruhodné zachovano u vSech Zen napfic¢

vSemi skupinami obyvatel i pies jejich odlisny nutri¢ni stav. Nicméné slozeni mikronutrientd
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v MM zavisi na stravé matky a jejich té€lesnych zasobach, véetné vitaminli A, Bi, Bz, Bs, Bi2, D

a jodu (Ballard et Morrow, 2013).

3.1.1.1 Sacharidy

Sacharidy jsou predevsim zastoupeny laktosou, dale je v MM piitomna galaktosa, fruktosa a
malé mnozstvi jinych sacharidii (Nevoral, 2003).

Laktosa je disacharid, ktery sestava z glukosy kovalentn¢ vazané na galaktosu (Obrazek 1).
MM obsahuje nejvyssi koncentraci laktosy ve srovnani s ostatnimi zkoumanymi druhy mlék.
Je to dano vysokou energetickou naroc¢nosti lidského mozku (Andreas et al., 2017).

Cv v

54 g/L (Geddes et al., 2017).

Laktoza
CH,OH CH,OH
OH o O._ OH
OH 2+ O N OH
OH OH
Obrazek 1 Laktosa (Haworthtuv vzorec). Zdroj:

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/17/Lactose(lac).png

Dalsi vyznamnou casti matetského mléka tvofi oligosacharidy, které jsou nestravitelné pro
kojence (Andreas et al., 2017). Podrobngji je o mlé¢nych oligosacharidech pojednano v dalsi

¢asti prace (3.2).
3.1.1.2 Proteiny

Zastoupeni dusiku v MM se sklad4a z nebilkovinné a bilkovinné ¢asti. Obsah bilkovin se
pohybuje v pribéhu kojeni s vysokymi hladinami na zacatku laktace (4,2 - 15,8 g/L), které se
postupné snizi na relativné stabilni uroven ve zralém mléce (1,2 —6,9 g/L) (Geddes et al.,
2017).

V MM je obsazeno vice nez 400 riznych proteind, které vykonavaji rizné funkce. Mohou byt
rozdéleny do tii skupin — kaseinové, syrovatkové a mucindzni proteiny (Andreas et al., 2017).
Muciny jsou pfitomny v membrané mikroglobul mlééného tuku. Syrovatka a kasein jsou
klasifikovany podle jejich rozpustnosti. Kasein je pfitomen ve formé nerozpustnych micel

(Obrazek 2), zatimco syrovatkové proteiny jsou rozpustné.
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Obrazek 2 Struktura kaseinové mycely (Andreas et al.,
2017).

Mezi rozpustné syrovatkové frakce, které jsou ptfitomné ve vyznamném mnozstvi, patii o-
laktaloumin, imunoglobin, sérovy albumin, lysozym a laktoferin (Andreas et al., 2017).
Laktoferin je hlavnim proteinem v MM, zatimco naptiklad kravské mléko obsahuje jen jeho
stopové mnozstvi (Coppa et al., 2006). Kasein je slozen z a-kaseinu, -kaseinu a k-kaseinu. k-
Kasein stabilizuje nerozpustny o-kasein a [B-kasein a spolecné tvoii koloidni suspenzi.
Z celkového obsahu proteinii mateiského mléka je kasein zastoupen pouze ze 13 %. To je
nejmensi zastoupeni kaseinu ze vSech zkoumanych druhit mlék, coz odpovida pomalému ristu

déti (Andreas et al., 2017).

3.1.1.3 Protilatky

Imunoglobuliny, pfitomné v pocatku laktace ve zvlasté vysokych koncentracich, se nachazeji
vV MM jako sekre¢ni imunoglobuliny A. Tato forma nejvice pfevlada a je nasledovana formou
sekre¢nich imunoglobulinii G. Tyto imunoglobuliny poskytuji imunologickou ochranu ditéte,

jehoz vlastni imunitni systém se teprve vyviji (Andreas et al., 2017).

3.1.1.4 Lipidy

Lipidy jsou nejvétsim zdrojem energie v MM, pfispivaji 40 — 50 % k jeho energetické hodnoté
a jejich pramérny obsah je 41 g/L (Andreas et al., 2017; Geddes et al., 2017). Mezi faktory

ovlivilujici obsah tuku patii vék matky, faze kojeni, strava a nutri¢ni stav (Geddes et al., 2017).



V MM se nachazi ve form¢ lehce stravitelnych mikroglobul triacylglycerol (Obrazek 3), které
jsou obaleny fosfolipidy a cholesterolem. MM obsahuje vice nez 200 druhti mastnych kyselin,
ovsem mnoho z nich je pfitomno ve velmi nizkych koncentracich. Z toho 42 % jsou nasycené,
slouzici jako zdroj energie. Nenasycené mastné kyseliny tvoii 57 %, jsou esencialni pro rist,
vyvoj mozku a sitnice. Naptiklad obsah olejové kyseliny je 30 — 40 g/ 100g tuku. Ptiblizné 30—
40 % vstiebanych tuki je travenych lipazou obsazenou v MM (Andreas et al., 2017; Kopfiva,
2010).
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Obrazek 3 Struktura mikroglobule triacylglycerolu. Zdroj: http://ars.els-
cdn.com/content/image/1-s2.0-S0268005X16305410-fx1.jpg.

3.1.1.5 Vitaminy, mineralni latky a enzymy

Matei'ské mléko poskytuje kojenci jak vitaminy, tak enzymy a mineralni latky véetné stopovych
prvki (Geddes et al., 2017).

Obsah vitaminu tvofi vitaminy rozpustné v tucich (A, E, D, K) a vitaminy rozpustné ve vode¢,
hlavné C, Bs a kyselina listova. Nedostatkovy byva vétSinou vitamin Biz. Z celkového mnozstvi
minerdlnich latek je nejvétsi koncentrace sodiku, vapniku, Zeleza, hot¢iku, fosforu, médi,
chloru a fluoru (Nevoral, 2003).

MM obsahuje, stejné jako mléka jinych druhti, mnoho enzymu. Objeveno jich bylo vice nez 30,
napi. amylasa, lipasa, katalasa, proteasa nebo transaminasa. Vyznam vSech enzymu vSak jesté

neni zcela pochopen (Hambraeus, 1984).



3.1.2 Déleni materského mléka

Prvotni tekutina, produkovana matkami po porodu, se nazyva kolostrum (mlezivo). Lisi se
objemem, vzhledem a sloZenim. Kolostrum, které je produkovano v malych mnozstvich
prvnich par dnd po porodu, je bohaté na imunologické komponenty, jako jsou imunoglobulin
A, laktoferin, leukocyty a vyvojové faktory jako je epidermalni ristovy faktor (Ballard et
Morrow, 2013).

V obdobi mezi 5 az 14 dnem po porodu se tvoii tzv. pfechodné matetské mléko (Hrstkova,
2003), které sdili nékteré vlastnosti z kolostra a podporuje nutricni a rozvojové potieby
rostouciho ditéte (Ballard et Morrow, 2013). Toto mléko po 4 - 6 tydnti po porodu ptechazi na
zralé. Predni zralé matetské mléko obsahuje vice vody a laktosy a zadni obsahuje vice tuku

(Hrstkova, 2003).
3.1.3 Vlastnosti materského mléka

MM, s nutri¢nimi ale i funk¢énimi prvky, je skuteény biologicky systém (Verduci et al., 2014).
Jednotlivé slozky vyznamnym zptisobem ovliviiuji riist a vyvoj ditéte a hraji vyznamnou roli v
regulaci postnatalniho zrani a vyvoje tkani a orgdnovych systémii. Nejvyznamng;jsi, védecky
prokazané benefity kojeni se tykaji prevence vzniku alergii, infek¢nich ¢i gastrointestinalnich
onemocnéni, stejné¢ tak jako i jeho vlivu na rust a kognitivni funkce ditéte ¢i spojitost s

pozdéjSim vyskytem civiliza¢nich onemocnéni (Bronsky et Mitrova, 2013).
3.1.3.1 Sacharidy

Laktosa je zdrojem energie, kromé¢ jiného je dulezita pro rozvoj CNS, je soucast galaktolipidt
a substratem pro detoxifikaci v jatrech a tvorbu kyselého prostiedi (Coppa et al., 2006; Kopfiva,
2010). Laktosa je stépena laktasou na monosacharidy — glukosu a galaktosu. Glukosa slouzi
jako primarni palivo zivych bun¢k (Geddes et al., 2017).

Funkce oligosacharidi spociva v podpofe rozvoje stievni mikrobioty a ucastni se rovnéz

dalsich d&ju (Andreas et al., 2017). Této problematice bude vénovana samostatna kapitola.

3.1.3.2 Proteiny

Kvalita a kvantita ptijmu bilkovin v prvnich dvou let Zivota ma vliv na rist kojence a vyvoj
nervové soustavy. Podle nedavnych dikazl ma jejich vysoky piijem béhem tohoto obdobi

negativni dopad na dlouhodobé zdravi (Geddes et al., 2017). Relativné nizky obsah bilkovin je



dostateény pro optimalni rast kojenct a zaroven predstavuje nizkou zatéz nezralych ledvin
(Nevoral, 2003).

Vétsina bilkovin se v MM vyskytuje ve form¢ syrovatkovych bilkovin (Geddes et al., 2017).
Podili se na imunitni a neimunitni ochrané¢ novorozence pied infekci- imunoglobuliny,
lysozym, laktoferin a a-laktalbumin (Koptiva, 2010).

Predpoklada se, ze laktoferin mize vychytavat zelezité ionty a zabranovat tak bakteriim v jejich
rastu (Coppa et al., 2006). Ma silné antimikrobialni u¢inky, slabou antivirovou a
protinadorovou aktivitu (Geddes et al., 2017).

o-Laktalbumin vaze Ca?* a Zn?*, podili se na syntéze laktosy a ma antimikrobialni Gi¢inky proti
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus a Candida albicans (Geddes
etal., 2017).

Hlavnim proteinem mlék ptezvykavci je kasein. Nicméné jeho zastoupeni v MM je nizsi, coz
dodéva rozliSovaci bled¢ modry vzhled. Funkce kaseinu je vyzivovaci, poskytuje esencialni
aminokyseliny a mineralni latky. Kaseinové micely jsou hlavnim zdrojem vapniku a fosforu,
které jsou nezbytné pro mineralizaci kosti (Geddes et al., 2017).

MM obsahuje i volné aminokyseliny. Dilezity je vysoky obsah taurinu, neurotransmiteru

v CNS, ktery je rovnéz dulezity pii vstiebavani tukt (Koptiva, 2010).
3.1.3.3 Lipidy

Bylo prokazano, ze lipidy MM inaktivuji fadu patogenti in vitro, véetné streptokoki skupiny B.
To naznacuje, ze poskytuji dodatecnou ochranu pred infekcemi, zejména monoglyceridy se
stiedné dlouhym fetézcem (Andreas et al., 2017).

Pomér o-3 a -6 mastnych kyselin je dilezity ve vztahu k rozvoji alergickych onemocnéni
(Frithauf, 2013). Pfedpoklada se, ze mastné kyseliny zvysuji 1Q kojenych déti ve srovnani
s détmi krmenymi umélou vyzivou (Geddes et al., 2017). Kromé toho je esencialnim mastnym
kyselindm pfipisovan vliv na zanétlivou odpovéd’, neurologicky a senzoricky vyvoj, ochranu a
reparaci pii hypoxii, vliv na chronické choroby spojené s vyzivou (hypertenze, diabetes,
dyslipidemie, metabolicky syndrom) (Friihauf, 2013). Nedavna studie potvrdila, Ze diky
vysSimu piijmu tuk netrpi lidé Vv dospélosti nadvahou. Poskytuje také prenos vitamini

rozpustnych v tucich (Geddes et al., 2017)



3.1.3.4 Vitaminy

Vitamin D je dulezity pfi regulaci vapniku a absorpci fosforu a diky tomu je nezbytny pro

zdravé kosti. Hraje roli ve vrozeném a adaptivnim imunitnim systému. Nizky obsah v MM

Mrwe

3.1.4 Rozdil mezi materskym a kravskym mlékem

Slozeni MM bylo rozsahle zkoumano, ¢imz se odhalily obrovské strukturni slozitosti.
Vzhledem Kk obsahu hlavnich molekul, jsou si mateiské a kravské mléko podobné. Pfi
dikladnéjsim vyzkumu se ale ukazalo, ze tomu tak upln¢ neni. Rozdily obou tekutin tkvi v

odlisnych zazivacich a ochrannych vlastnostech (Hennet et al., 2014).

Obsah
Komponent Mateiské zralé mléko Kravské zralé mléko
Nebilkovinné latky (g/L) 0,46 -
Bilkoviny (g/L) 9 36
Kasein (g/L) 3,5 58
a-Laktalbumin (g/L) 2,7 0,7
Sekreéni Imunoglobulin A (g/L) 1 0,03
Laktoferin (g/L) 2 Stopy
Lysozym (g/L) 0,4 0,4 (mg/L)
Imunoglobulin G (g/L) 0,05 0,6
Albumin (g/L) 1 -
Laktosa (mmol/L) 185 48
Glukosa (mmol/L) 1,5 0,22
Lipidy (g/L) 40 43
Zinek (ng/L) 2 4
Hot¢ik (mmol/L) 1,8 51
Vapnik (mmol/L) 7,5 29,4
Energeticka hodnota (kcal/100g) 53-79 62-72

Tabulka 1 Srovnani zastoupeni jednotlivych Zivin mateiského a kravského mléka (Geddes et
al., 2017).

Napftiklad kasein piedstavuje 80% zastoupeni proteinu v kravském mléce, je nerozpustny
Vv kyseling a je obtizn¢ zpracovan travici soustavou kojence (Hennet et al., 2014). Nizké hladiny
kaseinu v matetském mléce vytvari pii traveni v zaludku ditéte mékké syfeniny, které jsou 1épe
stravitelné (Geddes et al., 2017). Naproti tomu je MM bohaté na proteiny, jako je ochranny
imunoglobulin A a antimikrobialni proteiny, jako lysozym a laktoferin (Hennet et al., 2014).



Frakce sacharidi se také vyrazné lisi. Kravské mléko obsahuje asi 40 g/L laktosy a pouze stopy
nékterych oligosacharidtl. Zatimco matefské obsahuje az 20 g/L oligosacharidt v kolostru a 50-
70 g/L laktozy (Hennet et al., 2014).

V Tabulce 1 jsou porovnany obsahy jednotlivych slozek zivin v mateifském a kravském mléce.

3.2 Oligosacharidy

Mezi oligosacharidy se fadi takové oligomery monosacharidi, u nichz jsou na sebe vazany dvé
a az deset molekul monosacharidi glykosidickou vazbou. Oligosacharidy jsou tedy glykosidy,
Vv nichz je aglykonem molekula jiného sacharidu. Nazyvaji se proto také heteroglykosidy. Podle
poctu monosovych jednotek se oligosacharidy déli na di-, tri-, tetra-, penta-, az dekasacharidy.
V oligosacharidech se monosacharidy mohou vyskytovat ve form¢ pyranosy nebo furanosy.

Nejcastéji se Vv oligosacharidech vyskytuji hexosy (Velisek et Hajslova, 2009).
3.2.1 Pocatky ve vyzkumu oligosacharidii materského mléka

Vyzkum oligosacharidii matefského mléka (OMM) byl védci a 1ékafi veden ze dvou velmi
odlisnych pohledi a zajmu. Pediatii a mikrobiologové se pokouseli pochopit zdravotni piinosy
souvisejici s vyzivou matefskym mlékem, chemici se zase snazili charakterizovat tyto unikatni
sacharidy (Bode, 2012).

Jiz na konci 19. stoleti, kdy byla celkova tmrtnost kojenci v prvnim roce Zivota az 30%, byla
zaznamenana vySs$i Sance na preZiti a niz8i vyskyt infek¢nich prijmu u kojenych déti nez u déti
nekojenych. Toho ¢asu rakousky pediatr a mikrobiolog Escherich (1886) objevil vztah mezi
sttevnimi bakteriemi a fyziologii traveni u kojenci. Na to byvaly Escherichtiv student Moro a
Tissier, postgradualni student v Pafizi, objevili rozdily ve vykalech kojenych a nekojenych déti.
Které komponenty v matefském mléce urcuji bakterialni slozeni stfev zlistalo neznamé po vice
jak pil stoleti (Bode, 2012).

Soubézné s pozorovanim pediatri a mikrobiologh se vyvinul zajem o oligosacharidy
v matefském mléce ze strany lé¢karnikt, kdyz bylo v roce 1888 uvedeno, ze mateiské mléko
obsahuje jiny typ laktosy nez mléko kravské. Kratce poté bylo zjisténo, ze obsah laktosy
V matetském 1 kravském mléce je priblizné stejny, ale mateiské obsahuje dal§i neznamé frakce
sacharidi (Montreuil, 1992).

Uz od roku 1900 bylo znamo, Ze vykaly kojenych déti byly kyselejsi nez déti Zivenych umélou
vyzivou. Tyto védecké pozndmky Siroce popisovaly prohlaSeni od Gruleeho et al., Ze kojeni je

siln€ spjato s nizS§im vyskytem prijmu, zanétu stfedniho ucha a respiracnich chorob kojencti



(Grulee et al., 1935; Kobata, 2010). Paul Gyorgy, ktery byl profesorem pediatrie na
Pennsylvanské univerzité, se domnival, ze je to diky Lactobacillus bifidus, ktera prevladala ve
stitevni mikroflofe déti krmenych matefskym mlékem. Tyto bakterie travi sacharidy a produkuji
velké mnozstvi mlééné kyseliny a octové Kyseliny. Kyselé prostiedi ve stievech potlacuje rist
mnoha jinych, ptfedev§im hnilobnych mikroorganismii a chrani tak déti pied Skodlivymi
sttevnimi infekcemi (Kobata, 2010). Schonfeld (1929) prohlasil, ze syrovatkové frakce
matefského mléka obsahuji rustovy faktor pro Lactobacillus bifidus var. Pennsylvanics a
pojmenoval ho Bifidus faktor (Schonfeld, 1929).

V roce 1933 nalezli Polonovsky a Lespagnol novy oligosacharid matefského mléka obsahujici
skladal se z riznych komponentl. O vice nez dvé desetileti pozdéji Polonovski a Montreuil
zjistili, Ze je ve skuteénosti gynolaktosa smési vice nez deseti oligosacharidi a dusik je zahrnut
jen vjeji malé casti. Nezavisle na jejich vyzkumu skupina pod vedenim Kiihna z Max
Planckova institutu v Heidelburgu ve spolupraci s Gyorgyem dosahla ke stejnému zavéru, kdyz
odstartovala sérii systematickych Setfeni, které ma objasnit chemickou entitu Bifidus faktor
(Bode, 2012; Kobata, 2010).

V roce 1954 Polonowski a Montreuil ptedstavili dvourozmérnou papirovou chromatografii
k odd€leni ,,gynolaktosy”“ od jednotlivych oligosacharidi. Piesné struktury téchto
oligosacharidd vSak byly neznamé (Bode, 2012; Kobata, 2010).

AZ od roku 1965 bylo stanoveno ¢trnact struktur oligosacharidi (Obrazek 4) (Kobata, 2010).
Vsechny tyto oligosacharidy obsahovaly na svém redukujicim konci laktosu. Nékteré z nich
vykazovaly ¢innost determinanti krevnich skupin. Tyto struktury pfispély k charakteristice
krevnimu systému na zakladé antigenu H a Lewisovych antigent. Na oplatku zajem o glykany
krevnich skupin vedl k vyvoji novych metod a néstrojt, které podporuji objev a charakterizaci
novych oligosacharidi matefského mléka Victorem Ginsburgem a Akirou Kobatem,
nejvlivnéjSich vyzkumnikt této problematiky. Heinz Egge, jeden z byvalych Kiihnovych
studentti v Némecku, byl jednim z prvnich, co pouzil k charakterizaci dalsich OMM hmotnostni
spektrometrii ostfelovanim rychlymi atomy. Jeho byvaly student Clemens Kunz, nutri¢ni

védec, pokracuje ve vyzkumu nutri¢nich a biologickych vlastnosti OMM dodnes (Bode, 2012).
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Names of oligosaccharides

Structures

2' -Fucosyllactose (2' -FL)

3-Fucosyllactose (3-FL)

Lactodifucotetraose (LD)

Lacto-N-tetraose (LNT)
Lacto-N-neotetraose (LNnT)

Lacto-N-fucopentaose | (LNF-I)

Lacto-N-fucopentaose Il (LNF-II)

Lacto-N-difucohexaose | (LND-I)

Lacto-N-difucohexaose Il (LND-II)

3' -Sialyllactose (3’ -SL)

6’ -Sialyllactose (6’ -SL)

LST-a

LST-b

LST-c

Galp1-4Gic

Fuca

Galp1-4Glc

Fucgl
Galp1-4Glc

i

Fucal Fuca
Galp1-3GlcNAcp1-3Galp1-4Gle
Galp1-4GIcNAcp1-3Galp1-4Glc

Galp1-3GIcNAcp1-3Gals1-4Glc

Fuce
Galp1-3GIcNAcp1-3Galp1-4Glc

Fucg1
Galgl —EG]aNAclﬂ—SGalm -4Glc

I
F ucn-_ FI..I Ca]

Galpl -EGIEPAc}i 1-3Galp1-4Glc

Fucyl Fucg1

Galp1-4Glc
3

|
NeubAcy2
Galy1-4Glc

I
MNeuSAcq 2
Gg I31-3GlcNAcp1-3Galp1-4Glc

|
NeuSAcq2

Galp1 -3GIcglA(:|5'I -3Galp1-4Gle

I
MNeuSAcq2

GgljﬁT—flGIcNﬂqj'l -3Galp1-4Glec

|
MNeuSAcq2

Obrazek 4 Prvnich ¢trnact struktur OMM objeveno od roku 1965 (Kobata, 2010).
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3.2.2 Oligosacharidy materského mléka

MM je unikétni zdsobarnou oligosacharidi (Erney et al, 2001). Po laktose a lipidech ptedstavuji
hned tieti nejhojnéjsi slozku MM a jejich koncentrace je vys$$i, nez koncentrace proteint (Marx
etal., 2014; Mcguire et al., 2017). Kazda Zena ma unikatni slozeni OMM. Obsah oligosacharida
se v prub¢hu laktace méni, nejvyssi koncentraci obsahuje kolostrum 20 - 25 g/L, poté obsah
klesa a pohybuje se v rozmezi 5 — 20 g/L (Musilova et Rada, 2015).

Mnozstvi OMM je téz ovlivnéno télesnou hmotnosti a je prokdzano, Ze zeny s BMI (body mass

index) v rozmezi 14 az 18 maji nizsi koncentraci OMM nez zeny s BMI v rozmezi 24 az 28

(Bode, 2012).
3.2.3 SlozZeni oligosacharidii matefského mléka

Slozeni OMM je velmi rozmanité. Molekuly jsou syntetizovany v mlééné zlaze matky.
Vsechny obsahuji na redukujicim konci laktosu a jsou dale slozeny z péti zakladnich
monomert: N-acetylglukosaminu, L-fukosy (FUC), kyseliny sialové (SIA), D-glukosy a D-
galaktosy (Boehm et Stahl, 2007; Musilova et Rada, 2015).

Biologické funkce OMM ftzce souvisi s jejich konformaci (Kunz et al., 2000). Bylo zjisténo,
ze je mozné je rozdélit podle sloZeni do dvou skupin na neutralni a kyselé. Neutralni OMM
neobsahuji kyselinu sialovou a tyto frakce oligosacharidll jsou povaZzovany za vyznamné pro
rozvoj stfevni mikrobioty kojenych déti. SloZzeni neutrdlnich OMM je podobné jako slozeni
galaktooligosacharidii (GOS), ale na rozdil od GOS obsahuji navic N-acetyl-glukosamin a
fukosu. Kyselé OMM obsahuji navic kyselinu sialovou (N-acetyl-neuraminovou) pfipojenou
na galaktosu nebo na zbytek N-acetyl-glukosaminu (Musilova et Rada, 2015). Hraji vyznamnou
roli v prevenci proti adhezivnimu uc¢inku patogennich bakterii na stfevnim epitelu a jsou
zapojeny do reakci imunitniho systému (Boehm et Stahl, 2007).

Slozeni OMM neni zavislé na vyzivé matky, ale na sekretorickém a Lewisové krevnim systému
matky, které ovlivituji expresi fukosyltransferazy (Hennet et al., 2014; Musilova et Rada, 2015).
»Na zaklad¢ téchto systému je mozné rozdélit matetské mléko do ¢tyt skupin: Se + Le, Se-Le
+, Se + Le +, Se-Le-. Nejslozitéjsi struktury OMM obsahuji mléka matek, ktera maji Se+Le+ a
diky tomu jejich mléko obsahuje fukosylované OMM, které je mohou chranit pfed zanétem

mlécné zlazy vyvazanim patogenti* (Musilova et Rada, 2015).
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Structures Trivial Names

2’-Fucosyllactose (2'-FL)

3-Fucosyllactose (3-FL)

Lactodifucotetraose (LD)

Lacto-N-tetraose (LNT)

Lacto-N-neotetraose (LnNT)

Lacto-N-fucopentaose | (LNF-1)

Lacto-N-hexaose (LNH)

Lacto-N-neohexaose (LnNH)

B4
a2
B4
);éa
pa
o
34
B3
B3
p4
B4
Ba
B3
a2
B4
6 )
N3 Disialyl-lacto-N-tetraose (DSL)
a3 &
£4
86
B4
3
83
B4
86
B4
e B3

|0 sialic acid (NeuAc); A Fuc; @ Glc; O Gal; .G[cNAc|

Obrazek 5 Struktury nékterych nejvice se vyskytujicich OMM (Mcguire et al., 2017).

3.2.4 Metabolismus oligosacharidii matefského mléka

Oligosacharidy maji schopnost odoldvat nizkému pH v Zaludku kojence, stejné¢ tak jako
hydrolytickym enzymim pankreatu a kartaCového lemu. Data ziskana v letech 1980 a 1990
ukazuji, Ze nékteré OMM jsou s vykaly novorozence vylu¢ovany v neporusené podobé (Bode,
2012; Musilova et Rada, 2015). Dé&je se tak v dusledku nedostatku enzymu ve stievé schopného
hydrolyzovat galaktozu vazanou B-glykosidickou vazbou (Boehm et Stahl, 2007; Hennet et al.,
2014).

Nov¢jsi studie vSak potvrzuji, ze existuje vicestupnoveé zpracovani a degradace OMM, které
zavisi na veéku kojence, jeho krevni skupiné a jak casto je dit¢ krmeno. V prvni fazi mezi
narozenim a dvou mésicich zivota jsou ve vykalech kojenci obsazeny sialylované a
nesialylované oligosacharidy. Jsou podobné, ale nejsou totozné jako OMM ze standardniho
vzorku mléka. V nasledné druhé fazi jsou ve stolici obsazeny zejména degradované OMM,

které se od OMM ze standardniho vzorku mléka velmi lisi. V posledni etapé uz OMM ze stolice
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kojence zcela zmizi. Je to dano tim, ze je dit€¢ krmeno i jinou stravou nez jen mlékem (Bode,
2012).

Rudloff et al. (1996) jako prvni vyzkoumali, Ze se OMM objevuji v neporusené formé v moci
kojenych déti. U déti krmenych umélou vyzivou vSak tomu tak neni. Tyto vysledky naznacuyji,
ze ¢ast OMM je absorbovana v tenkém stieveé novorozence a dostava se tak do jeho ob&hového
systému (Bode, 2012). To znamena, ze biologické funkce OMM nemusi byt lokalizovany jen
ve stfevech, ale diky tomu maji pravdépodobné vliv 1 na jiné organy vcetné jater a mozku nebo

dychaciho a mocového ustroji (Bode, 2015).
3.2.5 Vlastnosti oligosacharidi matei'ského mléka

Po dlouhou dobu nebyla oligosacharidim v matefském mléce vénovana zadnd pozornost
(Nevoral, 2012). Pavodné byly OMM objeveny jako probiotika, tzv. ,bifidus faktor, které
slouzi jako metabolicky substrat pro zadouci bakterie a vytvaii stabilni stifevni mikrobiotu pro
novorozence. V soucasné dob¢ uz vime, ze jsou vice nez jen potrava pro bakterie (Bode, 2012).
Biologicka aktivita OMM je zavisla na jejich strukturalni charakteristice, proto je nezbytna

znalost podrobného slozeni oligosacharidu (Albrecht et al., 2014).

Rozvoj mozku

kyselina sialova

Antimikrobialni, antiadhezivni
ucinek — rozpustné receptory

Modulatory intestinalnich Modulatory imunitniho systému
epitelialnich bunék

o T buiky O\ +OMM ==
§ i @ @
@ @ @
m v . 'S !o % [o | 2 %
gé@ @ @@
== <4 omm

Obrazek 6 Vlastnosti oligosacharidi matetského mléka (Musilova & Rada, 2015).
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3.2.5.1 Prebioticky efekt

Jeden z nejvice uznavanych benefith OMM je ovlivnéni stfevni mikrobioty (Mcguire et al.,
2017).

Prebiotika jsou nestravitelné latky obsazené v potravinach, které selektivné podporuji rist
a/nebo aktivitu jednoho nebo vice druht stfevnich bakterii a tim pozitivné ovliviwji slozeni
sttevniho mikrobiomu (Nevoral, 2012).

V praxi slouzi prebiotika jako substrat pro specifické, ptredev§im probiotické bakterie
(Obrazek 7), zejména rody Bifidobacterium, Lactobacillus a Bacteriodes. Kojené déti tak mayji
V prvnim roce zZivota zpravidla prevahu téchto bakterii ve stfevé (Bode, 2015; Musilova et Rada,
2015). Diky prebiotické funkci mohou OMM pozménovat stievni mikrobiotu nebo imunitu

hostitele, coz mliZze mit ptiznivy vliv na metabolismus a stievni motilitu (Kopfiva, 2010).

Obrazek 7 Prebioticky efekt OMM. Toto velmi zjednoduSené schéma popisuje rtizné
schopnosti zadoucich (zelenych) a nezadoucich (fialovych) bakterii metabolizovat OMM. Za
pritomnosti OMM (vpravo) se zadoucim bakteriim dafi, protoze je umi vyuzivat jako zdroj
energie, oproti nezadoucim, které je vyuzivat neumi (Bode, 2009).

Bifidobakterie jsou nejucinnéjsi mikroby, které dokazi nejvice vyuzivat OMM, ucinnost vyuziti
vSak zalezi na ur¢itém druhu v zavislosti na konkrétnim bakterialnim genomu (Mcguire et al.,
2017). Schopnost bakterii vyuzivat OMM vyzaduje celou fadu enzymu, pienasect a dal$ich
molekul. Nékteré bakterie jsou schopny diky fukosidase utilizovat FUC, ale ne SIA. Jiné
bakterie mohou vyuzivat OMM pouze tehdy, pokud jsou odstranény ostatnimi bakteriemi
monomery FUC nebo SIA (Bode, 2015).

Vzhledem k tomu, Ze se obsah a slozeni OMM mezi zenami lisi, Ize pfedpokladat, Zze matefska

mléka ruznych zen ovliviiuji stfevni mikrobiotu ditéte odlisné (Bode, 2015)
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Nicméné asi 90 % vSech OMM neni metabolizovano a nachazi se beze zmény ve stolici

kojence. To naznacuje, ze maji i jiné G¢inky (Bode, 2009).
3.2.5.2 Antimikrobialni efekt

Existuji dikazy, ze volné oligosacharidy, stejné jako glykoproteiny, jsou u¢innymi inhibitory
ulpivani bakterii na povrchu epitelu, coz je pocateénim stadiem infekce (Kunz et al., 2000).
Ackoliv piesny patofyziologicky mechanismus vzniku prijmu neni jesté zcela znam (Kunz et
al., 2000), virulence nékterych patogennich mikroorganismu jako jsou napt. Campylobacter
jejuni, Escherichia coli, Vibrio cholerae, Listeria monocytogenes nebo Salmonella spp. zavisi
na schopnosti pfichyceni na receptory sliznicniho povrchu hostitele. Chemicka struktura
oligosacharidi je podobna struktufe bunéénych povrchovych glykant, jako jsou glykolipidy a
mucin, které slouzi pravé jako receptory pro vazbu vird a bakterii. OMM maji funkci tzv.
rozpustnych receptort, které zabranuji uchyceni patogent na epitelialni buiiky, a tim chrani
hostitele proti kolonizaci patogennimi mikroorganizmy a v rozvoji onemocnéni. Kyselé OMM
slouZzi tedy jako vazebna mista pro enteropatogeny a brani tak k jejich pfichyceni na receptory

slizni¢niho povrchu (Obrazek 8) (Bode, 2009; Musilova et Rada, 2015).

b pathogen

bacterial lectin

“glycocalyx”

HMO
BLIALA AURATR (R
; ®,
¢

Obrazek 8 Antiadhezivni efekt (Bode, 2009).

——
©
P—
©
[ =)

i

,»V prvnich dnech a tydnech kojeni je tato ochrana pied infekci velmi dulezitd, protoze
nedostate¢né kyselé pH Zaludku neni zatim dostatecnou pfirozenou ochranou a imunitni systém

ditéte teprve vznika“ (Musilova et Rada, 2015).
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Asi 70 % pripadt zanétu stiedniho ucha u novorozencii je zpusobeno diky pneumokokim a
bakterii Haemophilus influenzae. Andersson et al. (1986) byli schopni dokazat, ze ptilnavost
téchto mikroorganismii na specifickou sacharidovou strukturu epitelovych bunék hltanu nebo
dutiny uGstni byla inhibovdna diky OMM. Podobnym zptsobem by mohly neutralni OMM
chranit stievni trakt novorozence pied infekci Vibrio cholerae (Kunz et al., 2000).

Studie prokazuji schopnost OMM pii 1é¢bé amébdzy, infekéniho prijmového onemocnéni
zpusobeném prvokem Entamoeba histolytica. Tento parazit se prichyti na stievni epitel a
nasledné fagocytuje. OMM jsou schopny oddélit az 80 % E. histolytica od stfevniho epitelu a
obnovit jeho poskozené bunky (Mcguire et al., 2017).

,,Nove byly také popsany extraintestinalni antimikrobidlni i¢inky OMM. V mo¢i kojenych déti
byly nalezeny frakce OMM, jejichz pfitomnost by mohla vysvétlit niz§i vyskyt zanétd
mocovych cest, zpisobeny uropatogenni Escherichia coli nebo Streptococcus agalacticae, v
porovnani s détmi krmenymi umélou vyzivou. Toto tvrzeni ¢astecné doklada i studie provedena
na mys$ich, pti které byly epitelidlni buiiky moc¢ového méchyte ptitomnosti OMM rezistentné;jsi
vuci pasobeni téchto patogenti*“ (Musilova et Rada, 2015).

Existuji studie, kdy byly zaznamendny antiadhezivni vlastnosti OMM vii¢i houbovym
patogentim. Je znamo, ze fukosylované OMM inhibuji vazbu patogenti Candida na stfevni
epitel a bylo zjisténo, ze snizuji invazi Candida albicans v zavislosti na jejich davce. V této
studii inhibovaly OMM rist hyf a morfologicky vyvoj kvasinkové buniky. K dispozici je vSak
omezené mnoZzstvi provedenych vyzkumi, které tyto antiadhezivni u€inky charakterizuji

(Mcguire et al., 2017).

3.2.5.3 Rozvoj imunitniho systému

Oligosacharidy hraji dilleZitou roli pfi imunitni odpovédi jedince. Imunitni systém novorozence
je funkéné nevyzraly a je kvalitativné a kvantitativné odlisSny od dospé€lého. Tento stav byl
popsan jako ,,fyziologickd imunodeficience®, coz se odrazi na zvySeném riziku pro bézné
infekce, jako je zanét stfedniho ucha, infekce hornich dychacich cest, gastroenteritida, sepse
nebo meningitida (Morrow et Yu, 2017).

Nekteré vyzkumy poukazuji na obousmérnou komunikaci mezi stfevni mikrobiotou a
imunitnim systémem hostitele. Stievni mikrobiota stimuluje zrani a specifi¢nost imunitniho
systému jedince, naopak imunitni sytém zajisti toleranci komenzélnich stfevnich mikrobi
(Mcguire et al., 2017). ,,Dale byl prokazan vliv OMM na funkci integrinti, selektinu a Toll-like

receptorti, produkcei cytokinti a aktivaci pupecnikové krve odvozené od T-bunék. U kyselych
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OMM bylo zjisténo, Zze mohou ovlivnit zrani lymfocytd a modulovat specifické imunitni
odpovédi postnatalniho alergenu potlacenim Th2 typu reakci u atopickych déti* (Musilova et
Rada, 2015).

Podle nedavnych udaja snizuji OMM pienos viru HIV-1 z matky na dité. Program OSN pro
HIV/AIDS odhaduje, ze je nakazeno 2,3 milionu déti virem HIV-1 po celém svété. Z toho 40 %
déti je nakazeno prave timto prenosem. Kojené déti matek nakazenych HIV-1 neustale ptichazi
do styku s timto virem po dobu nékolika mésicti. Drtiva vétSina téchto déti se vSak nenakazi a
V soucasnosti neni znamo pro¢. Nekteré vysledky vSak naznacuji, Ze by OMM mohly byt
soucasti ochranného mechanismu (Bode, 2009).

Diky OMM mitize byt dokonce snizend citlivost kojence na respiracni syncycidlni virus

(Mcguire et al., 2017).

3.2.5.4 Rozvoj mozku

Oligosacharidy spole¢né s laktdzou hraji dilezitou roli v postnatalnim vyvoji mozku (Kunz et
al., 2000). Sialylované OMM mohou byt vyuzity jako zdroj kyseliny sialové pro syntézu
gangliosidi a glykoproteint. Ty jsou dulezité pro vyvoj mozku a rozvoje ditéte (Chen, 2015).
»Mnozstvi této kyseliny je v matefském mléce zcasti fizeno geneticky, a z¢asti je ovlivnéno
vyzivou. Dieta obohacena kyselinou sialovou muize tedy vyznamné piispét k vétsi sialylaci
mozkovych gangliosidli, glykoproteini, t€lnich tekutin a tkani, a miZe poskytovat vyhody
kojenym détem ve srovnani s détmi krmenymi umélou vyzivou. Nejvyssi mnozZstvi této
kyseliny obsahuje kolostrum (3,72 mmol/L). Toto mnozstvi béhem laktace klesa az na 1,48
mmol/L* (Musilova et Rada, 2015).

Vyzkumy ukazuji, Ze struktury oligosacharidi v mléce slonti jsou daleko slozit&j$i nez u OMM.
Je zajimavé, Ze tyto dva druhy vykazuji podobnost v postnatalni ontogenezi — rostou pomalu,
maji pomérné velky a vysoce vyvinuty centralni nervovy systém, jsou vysoce inteligentni a
vykazuji vysoky stupenn nauceného chovani. Stupen encefalizace mozku je u lidi a sloni
podstatné vyssi nez u primatt a to diky rozdilnym koncentracim oligosacharidi (Kunz et al.,
2000). Domnivame se, ze OMM hraji i timto dilezitou roli pfi rozvoji mozku kojenych déti,
bunéénych interakcich, nervovém rustu, synaptickych spojeni a tvorbé paméti (Kunz et al.,

2000; Musilova et Rada, 2015).
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3.2.6 Oligosacharidy v ostatnich mlécich

Miéka/kolostra ostatnich savcti rovnéZz obsahuji oligosacharidy jako mléko matefské (Urashima
et al., 2017). Tyto oligosacharidy byly studovany mnoho let, vime o nich v8ak daleko méng¢,
nebot’ jejich koncentrace je velice nizka (Albrecht et al., 2014; Bode, 2012). Jejich chemické
struktury se 1i§i mezi jednotlivymi druhy savct (Urashima et al., 2017). Zadné jiné mléko vak
neobsahuje takovou strukturalni rozmanitost OMM jako matetské, které je bohatym zdrojem
oligosacharidi a dosud bylo identifikovano vice nez 200 struktur (Albrecht et al., 2014; Bode,
2012).

Dvé rizné skupiny védcti analyzovaly oligosacharidy v mléce opic a lidoopii ze Staré¢ho a
Nového svéta. Obecné plati, ze oligosacharidy v mléce lidoopt, vcetné lidi, jsou slozitéjsi a
vice rozmanité ve srovnani s ostatnimi savci. Mléka vétsiny hospodaiskych zvifat vykazuji
100 — 1000 krat niz§i koncentraci a niz$i rozmanitost oligosacharidi nezZ je v mléce matefském
(Bode, 2012). Vétsina savet ze skupiny placentali ma v mléce vysSi obsah laktdézy nez
mlécnych oligosacharidi. Nicméné v mléce medvéda hnédého, medvéda ledniho, medvéda
¢erného a pandy velké je tomu naopak (Mcguire et al., 2017).

Neékteré mlécné oligosacharidy ptakopyska velkého ztadu ptakofitnych nebo zivocicht
rozmanité skupiny placentald vcéetné lidi, ostatnich primat, medvéda a nékterych dalSich
masozravcl, prezvykavct, koni, prasat a slonli obsahuji zakladni jednotky lakto-N-neotetraosu
a lakto-N-neohexaosu. Tyto vysledky naznacuji, ze vySe uvedené jednotky oligosacharidd,

spole¢né s laktosou jsou nejuniverzalngjsi struktury OMM (Urashima et al., 2017)
3.2.7 Alternativy oligosacharidi matei'ského mléka

Existuje n€kolik nutri¢nich strategii, které¢ raciondlné¢ napodobuji vlivy OMM na stfevni
mikrobiotu kojenct (Mcguire et al., 2017). Oligosacharidy matefského mléka v§ak ve srovnani
s komer¢né vyuzivanymi prebiotiky jako jsou polydextrosa, inulin, fruktooligosacharidy (FOS)
a galaktooligosacharidy (GOS), pisobi mnohem specifictéji a jsou schopny selektivné
stimulovat bifidogenni populaci vV novorozeneckém stievé (Musilova et Rada, 2015).

V umélé vyziveé kojenci je dnes nejcastéji pouzivana smes oligosacharidii rostlinného ptivodu
FOS (fruktooligosacharidll) a syntetickych GOS (galaktooligosacharidit) v poméru 1:9, ktera
neni plné selektivni a miZze podporovat rist i n€kterych potencidlné Skodlivych bakterii
(Bunesova et al.,, 2012). Nicméné¢ tyto oligosacharidy postradaji sloZzitost, strukturalni

organizaci a rozmanitost, kterou maji oligosacharidy matetského mléka. Tyto alternativy vSak

19



prestavuji rozsifujici oblast védeckého zajmu a jsou komercné distribuovany, protoze je jejich
vyroba Vv soucasné dobé vyhodné&jsi nez syntéza OMM (Mcguire et al., 2017).

,»Regulace syntézy OMM neni dostateCn¢ objasnéna a je tfeba vyvinout nové metody detekce
OMM a strukturalni analyzy, které by mohly pomoci pochopit jejich syntézy a moznosti
vyvinuti podobnych prebiotik se stejn¢ pozitivnimi ucinky. V soucasné dobé nejsou bohuzel na
trhu prebiotika, ktera by byla schopna nahradit v§echny funkce OMM* (Musilova et Rada,
2015).

3.2.7.1 Vyuziti kravskych oligosacharidi

Jako smés oligosacharidi zivocisného piivodu se do umélé kojenecké vyzivy mohou pridavat
oligosacharidy ze zralého kravského mléka. Toto vyuziti vSak vyzaduje znalost rozdili téchto
struktur a struktur matefskych oligosacharidd (Mcguire et al., 2017). Nicméné obsah
oligosacharida v kravském kolostru ihned po porodu je pouze 1 g/L a tato koncentrace po 48
hodinach prudce klesa (Nakamura et al., 2003). V matefském mléce ptfevazuji neutralni
oligosacharidy nad kyselymi a pomét neutrdlnich ku celkovym OMM je pomérné vysoky,
zatimco v kravském mléce/kolostru pifevazuji kyselé nad neutrdlnimi oligosacharidy a
koncentrace neutralnich oligosacharidi je velice nizka (Mcguire et al., 2017). Tabulka 2

popisuje porovnani mezi obsahem oligosacharidi matefského a kravského mléka.

Obsah (g/L)
Komponent Mateiské mléko Kravské mléko
Laktosa 55-70 40-50
Oligosacharidy
Lakto-N-tetraosa 0,5-1,5 Stopové mnozstvi
Lakto-N-fukopentaosa | 1,2-1,7 —
Lakto-N-fukopentaosa Il 0,3-1,0 —
Lakto-N-fukopentaosa Il 0,01-0,2 —
Lakto-N-difukohexaosa | 0,1-0,2 —
NeuAc(a2-6)laktosa 0,3-0,5 0,03-0,06
NeuAc(a2-3)laktosa 0,1-0,3
NeuAc-lakto-N-tetraosa a 0,03-0,2 Stopové mnozstvi
NeuAc-lakto-N-tetraosa ¢ 0,1-0,6 Stopové mnozstvi
NeuAc2-lakto-N-tetraosa 0,2-0,6 Stopové mnozstvi
Oligosacharidy (celkem) 5,0-8,0 Stopové mnozstvi

Tabulka 2 Obsah oligosacharidi matefského a kravského mléka (Kunz et al., 2000).
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Byl proveden vyzkum, kdy byli krmeni 14 dni stafi kojenci smési ze syrovatkového permedatu,
ktery dale obsahoval galakto-oligosacharidy a nékteré kravské oligosacharidy. Déti krmené
touto smési mély daleko mensi vahovy pfiristek oproti kojenym détem. Jejich stolice byla
Cast&jsi a Fidsi avSak obsahovala méné klostridii (Mcguire et al., 2017).

Jak jiz bylo uvedeno, koncentrace mléénych oligosacharidi je u skotu mnohem niz$i nez
v mateiském mléce. Vyuziti kravskych oligosacharidi jako potravinové ptisady v pramyslu je
tedy omezeno. V opaéném piipadé je mozné, Ze bude vyuzivano oligosacharidi z kolostra

kravského mléka, které jich obsahuje mnohem vice (Mcguire et al., 2017).
3.2.8 Izolace oligosacharidii

Oligosacharidy matef'ského mléka je zvlasté obtizné analyzovat, a to kvtli Komplexni struktuie
slozené z n¢kolika stavebnich jednotek monosacharidu a existenci n€kolika izomeri. Vzhledem
tomu je jejich oddéleni a detailni strukturni charakterizace obtizna (Oursel et al., 2017; Ruhak
et Lebrilla, 2012). Proto je nezbytné pouziti komplexnich strategii pro jejich detailni analyzu
(Ruhak et Lebrilla, 2012).

Bylo vyvinuto mnoho technik s cilem pochopit specifické oligosacharidové struktury a jejich
funkce (Oursel et al., 2017). Tradicné je k separaci oligosacharidi pouZzivana metoda
iontovyménné chromatografie, dale pak separace Sreverzni fazi HPLC nebo hydrofilni
integracni chromatografie. Byly také pouZity techniky na bazi elektromigracni separace, ale pro
svou nakladnost nejsou pro analyzu oligosacharidii vyuzivany (Ruhak et Lebrilla, 2012).
Spojenim téchto separacnich metod a metody hmotnostni spektrometrie se ukazalo jako G¢inné

pro ziskani strukturni charakterizaci a identifikaci OMM (Oursel et al., 2017).

3.3 Bifidobakterie

Rod Bifidobacterium patii do kmene Aktinobakterii, jednoho v nejvétsich kmentt v doméné
bakterii. Zastupci tohoto kmene jsou az na par vyjimek gram-pozitivni. Bifidobakterie jsou
anaerobni, nepohyblivé a netvofi spory. Jsou diileZitymi ¢leny komenzalni bakteridlni populace
V gastrointestinalnim traktu, pochvé a dutin€ ustni. Vzhledem k jejich citlivosti na kyslik a
anaerobnimu metabolismu se vyskytuji pfevazné v tlustém strevé (Quigley, 2017).

K dnesnimu datu bylo identifikovano 31 druht bifidobakterii, z nich 9 (B. adolescentis, B.
angulatum, B. bifidum, B. breve, B. catenulatum, B. dentium, B. gallicum, B. longum a
B. pseudocatenulatum) bylo ziskano z ustni dutiny nebo vykali ¢lovéka (Quigley, 2017).

Druhy rodu Bifidobacterium jsou jedny z hlavnich probiotik v lidské vyzivé. Probiotika jsou
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definovéna jako zivé mikroorganismy, které maji pti podani v pfiméfeném mnozstvi pozitivné
ovliviluji zdravi hostitele (Sanz, 2016).

Vysoky obsah nestravitelnych oligosacharidii, pfitomny v matefském mléce, podporuje
fermentaci v tlustém stfevé, zejména bifidobakteriemi (Sanz, 2016). Homeostatické a
prospésné ucinky bifidobakterii zahrnuji ochranu proti patogeniim, zesileni stfevni bariéry,
syntézu vitaminl rozpustnych ve vodé, potlaceni produkce potencidlné toxickych a

karcinogennich metabolitii a podileni na vytvareni protizanétlivého prostiedi (Quigley, 2017).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Izolace oligosacharidi z mléka

4.1.1 Priprava vzorki

Oligosacharidy byly izolovany metodou podle Warda et al. (2006), ktera byla upravena dle
Rockové et al. (2011). 100 mL ziskan¢ho vzorku mléka bylo centrifugovano 1800 g pti 4 °C
po dobu 30 minut a poté byl ihned odstranén tuk z horni vrstvy. Nasledné byl pfidan ¢isty etanol
v poméru 2:1 (v/v) a roztok byl ponechan 24 hodin pfi teploté 4 °C. Timto doslo k vysrazeni
bilkovin. SraZenina byla odstranéna naslednou centrifugaci pii 1800 g po dobu 30 minut a pfi
4 °C. Tekuty podil byl zahustén ve vakuové odparce do medové konzistence. Tento zbytek byl
rozpustén v destilované vod¢ a proces vysrazeni bilkovin byl zopakovan. Dal§im krokem byla
precipitace za pouziti smési 96 % etanolu, dichlormethanu a destilované vody
vpoméru 7 :14:10 (v/v). Po nasledné centrifugaci 1800 g pii 4 °C po dobu 30 minut,
odstranéni horni vrstvy zbylého proteinu a dichlormethanu byl surovy oligosacharidovy extrakt
odparen ve vakuové odparce do sucha. Vzorek byl rozpustén ve vodé a ndsledné byl aplikovan

na kolonu gelové permeaéni chromatografii (Rockova et al., 2011; Ward et al., 2006)
4.1.2 Gelova permeacéni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie (GPC) je metoda vyuzivana k oddéleni biomolekul na
zakladé¢ riznych molekuldrnich velikosti (O’Shaughnessy et Doyle, 2011). Ve
chromatografické kolon¢ se nachdzi gelové médium, které se sklada z poréznich c¢astic, které
maji presné¢ danou velikost a fidi prostup biomolekul (Stanton, 2004). Po aplikaci vzorku
pronikaji malé molekuly do pora a jejich pruchod pies kolonu je zpomalen, zatimco velké
molekuly, které jsou vétsi nez pory matrice, jsou vylouceny diive (Obrazek 9) (O’Shaughnessy
et Doyle, 2011; Stanton, 2004).

Pro separaci byla pouzita kolona o rozmérech 1,6 x 180 cm naplnénd stacionarni fazi Toyopearl
HW40F (Tosoh Bioscience, GmbH). Jako mobilni faze byla pouzita 1% (v/v) kyselina octova
(Rockova et al., 2011). Frakce byly shromazdény po 50 kapkach sbéracem frakci Gilson FC

204 Fraction Collector (Gilson, Inc.).
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Obrazek 9 Princip separace pomoci gelové filtratni chromatografie. Zdroj:
http://coursel.winona.edu/kbates/Bio241/images/clip_image002.jpg.

4.1.3 Tenkovrstva chromatografie

Identita jednotlivych frakci byla ovéfena za pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC). Jako
stacionarni faze byl pouzit silikagel hlinikovych destickach (Alugram SIL G/UVs4, Macherey-
Nagel). Mobilni fazi byla smés isopropanolu, amoniaku a vody v poméru 5:1:2 (V/v).
Vizualizace byla vyvolana 15% (v/v) smési koncentrované H,SO, v 96% etanolu a naslednym

zahtatim horkovzdu$nou pistoli (Rockova et al., 2011).
4.1.4 Bradfordiyv test

Tento test je rychla a pfesnd metoda pro stanoveni koncentrace proteinti popsana ptivodné podle
Bradforda (1976). Principem této kolorimetrické metody je navazani barviva brilantni modii
G-250 do proteinu (Kruger, 2002). Intenzita modrého zbarveni udava obsah proteinti ve vzorku.
MnozZstvi navazaného barviva je ndsledné kvantifikovano meétenim absorbance roztoku pfi
595 nm (Kruger, 2002), nami za pomoci spektrofotometru Tecan (Tecan group Ltd.).

Frakce, které podle metody TLC obsahovaly oligosacharidy, byly nasledné testovany na
pfitomnost proteint podle Bradforda. Ty, které neobsahovaly proteiny byly nasledné smichany

a zlyofilizovany.
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4.2 Analyza oligosacharidi

Vybrané zlyofilizované vzorky oligosacharidi byly dale analyzovany na MALDI-TOF (matrix
assisted laser desorption/ionization — time of flight) hmotnostni spektometrii. Tato ioniza¢ni
technika vyuziva energii laseru k ionizaci vzorku smichaného s odpovidajici matrici. Pfi
ionizaci jsou molekuly urychleny a zachyceny na hmotnostnim spektometru a diky detektoru
doby letu (TOF) umozni zméfit dobu priletu, coz umoznuje vypocitat rychlost ¢astice

(Hillenkamp et al., 1991).

4.3 Kaultivace bakterii na oligosacharidech

Na vybranych vzorcich oligosacharidii byly testovany vybrané kmeny bifidobakterii. Vybrané

kmeny jsou shrnuty v nasledujici Tabulce 3.

Kmen Pluvod ZKkratka Oh (log KTJ/mL)
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Zvifeci BB 12 5,93
Bifidobacterium animalis subsp. animalis Vykal krysy CCM 4988 6,11
Bifidobacterium longum subsp. infantis Stolice kojence  CCM 4990 4,97
Bifidobacterium longum subsp. longum Stolice dospélce ATCC 15707 4,54
Bifidobacterium bifidum Stolice dospélce  DSM 20082 5,48
Bifidobacterium bifidum Stolice kojence JKM 4,74
Bifidobacterium bifidum Stolice kojence JOoV 5,58
Bifidobacterium breve Stolice kojence MJ 6,63
Bifidobacterium breve Stolice kojence AB 6,06
Bifidobacterium breve Stolice kojence KLARA 6,02

Tabulka 3 Pouzité kmeny bakterii ke kultivaci ze sbirky Katedry mikrobiologie, vyzivy a
dietetiky.

Slozeni komplexniho média bylo pouzito podle Rockové et al. (2011), je uvedeno v Tabulce 3
a slouzilo jako jediny zdroj uhliku. Do tohoto média byly ptidany oligosacharidy v 1 % (w/v)
mnozstvi. Médium bylo spole¢né s testovanymi kmeny bakterii inokulovano do mikrotitra¢ni
desti¢ky a tyto bakterie byly nasledné inkubovany v anaerostatu po dobu 24 hod pii teploté
37 °C v anaerobni atmosféte s 5% koncentraci CO-. Po inkubaci byly spocteny pocty kolonii

po 0 a 24 hod. Poté bylo zméteno pH a provedeno vyhodnoceni pomoci statistického programu
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Statgraphics Centurion Plus v. 5.1. za pouziti jednorozmérné analyzy rozptylu s pomoci

Duncanova testu.
Slozka Mnozstvi (g/L)
Trypton 10
Kvasni¢ny extrakt )
Pyruvat sodny 1
Tween 80 1
Cystein 0,5

Tabulka 4 Slozeni komplexniho média (Rockova et al., 2011).

26



5 VYSLEDKY

5.1 Izolace oligosacharidi z mléka

Oligosacharidy byly vyizolovany podle uvedené metodiky zcelkem patnacti vzorkt
matetfského mléka, kravské syrovatky, kozi syrovatky a nosoroz¢iho mleziva. Prvni separace
zbavila oligosacharidy ¢asti proteinl a piedevs§im laktosy. Opé&tovna separace na GPC zajistila
lepsi rozdéleni OMM podle velikosti molekul. Ty byly dale testovany na tenkovrstvé
chromatografii. Pomoci této metody byl potvrzeny vyskyt jednotlivych frakci (a¢ ne u vSech
stejny). U téchto frakci byl proveden Bradfordav test na moznou piitomnost proteinti. Frakce,

které obsahovaly méné nez 1 pg/ml proteinu (tj. detekéni limit Bradfordova testu), byly

nasledné smiseny a zlyofilizovany.

Obrazek 10 Frakce oligosacharidl kravské syrovatky testované na TLC.

4
.3

Obrazek 11 Frakce oligosacharidl kozi syrovatky testované na TLC.
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Obrazek 12 Vybrané piiklady testovanych frakei oligosacharidit matetského mléka na TLC.
Jako standardy (,,S**, levy kraj kazdé desti¢ky) byly pouzity laktosa (niz$i skvrna) a glukosa.
Zelené oznacené frakce obsahuji vylu¢né oligosacharidy.
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Obrazek 13 Frakce oligosacharidii nosoroz¢iho mléka testované na TLC.

5.2 Analyza oligosacharidi

Vybrané zlyofilizované vzorky oligosacharidii (celkem devét) byly podrobeny testovani na
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii. Diky této technologii byly vybrany ¢tyti vzorky frakci

oligosacharidi, kazda obsahujici rizné piky.
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Obrazek 14 Vybrana frakce oligosacharidii matetského mléka (OMM A) ke kultivaci. Na horni
casti obrazku je zelen¢ znazornéna vybrana frakce z TLC, ktera byla nasledné testovana na
MALDI-TOF. Na spodni ¢asti obrazku je graf z analyzy MALDI-TOF, kde je znazornéné
hmotnostni spektrum tohoto oligosacharidu. Na ose x je pomér m/z a na ose y intenzita odezvy.
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Obrazek 15 Vybrana frakce oligosacharidti matefského mléka (OMM B) ke kultivaci. Na horni
casti obrazku je zelen¢ znazornéna vybrana frakce z TLC, ktera byla nasledné testovana na
MALDI-TOF. Na spodni ¢asti obrazku je graf z analyzy MALDI-TOF, kde je zndzornéné
hmotnostni spektrum tohoto oligosacharidu. Na ose x je pomér m/z a na ose y intenzita odezvy.
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Obrazek 16 Vybrana frakce oligosacharidi matetského mléka (OMM C) ke kultivaci. Na horni
¢asti obrazku je zelen¢ znazornénd vybrana frakce z TLC, kterd byla nasledné testovand na
MALDI-TOF. Na spodni casti obrazku je graf z analyzy MALDI-TOF, kde je znazornéné
hmotnostni spektrum tohoto oligosacharidu. Na ose x je pom¢&r m/z a na ose y intenzita odezvy.
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Obrazek 17 Vybrana frakce oligosacharidti matetského mléka (OMM D) ke kultivaci. Na horni
¢asti obrazku je zelen¢ znazornéna vybrana frakce z TLC, ktera byla nésledné testovana na
MALDI-TOF. Na spodni ¢asti obrazku je graf z analyzy MALDI-TOF, kde je zndzornéné
hmotnostni spektrum tohoto oligosacharidu. Na ose x je pomér m/z a na ose y intenzita odezvy.
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5.3 Kaultivace bakterii na oligosacharidech

Celkem bylo testovano deset kment bakterii. Jejich ptivod je uveden v Tabulce 3.

log KTJ/mL
Kmen OMM A OMM B OMM C OMM D W RR
BB 12 43 3,6 6,23 6,92 9,06 6,91
CCM 4988 5,52 4,82 5,78 5,91 73 583
CCM 4990 4,75 4,26 5,36 5,82 6,51 5,68
ATCC 15707 5,68 5,37 5,54 5,94 8,46 5,23
DSM 20082 8,88 8,82 8,68 8,5 9,18 5,82
JKM 7,97 8,03 8,17 7,47 8,02 6,26
Jov 8,4 8,3 8,53 8,33 76 62
MJ 7,56 7,68 9,02 7,91 8,78 7,42
AB 6,95 7.4 8,57 7,59 8,81 6,95
KLARA 7,03 7,45 8,65 7.6 8,38 6,81

Tabulka 5 Rist bakterii na vybranych oligosacharidech matefského mléka. V tabulce jsou
uvedeny pocty bakterii na konci kultivace (po 24 hod pii 37 °C) na vybranych oligosacharidech
matefského mléka (OMM A, B, C, D), neselektivnim médiu obsahujici glukosu (W) a médiu
bez sacharidi (RR). Hodnoty jsou vyjadieny v logaritmu tvoficich jednotek.
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Graf 2 Srovnani ristu bifidobakterii na oligosacharidech matefského mléka, na neselektivnim
médiu s glukosou (W) a médiem bez sacharidit (RR) po 24 hod pii 37 °C. Osa y znazoriuje
log KTJ/mL. Pismena (a, b) naznacuji statisticky rozdil mezi jednotlivymi substraty (P > 0,01).
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U vsech tfi kment B. bifidum byl zaznamenan rist na oligosacharidech matetského mléka.
Kmeny DSM 20082, JOV a JKM narostly na OMM nejvice, a to v priméru o vice nez tii fady
a jejich narust byl srovnatelny s naristem V neselektivnim médiu s glukosou a zaroven
statisticky vyznamné vys$i nez v kontrolnim médiu bez sacharidi. Nejslabsi nartist
bifidobakterii lidského pivodu byl u skupiny B. longum. Ve srovnani s pocatecni a kone¢nou
koncentraci nebyl vyznamn¢ vysoky (v priméru byl nartst o jeden tad).

Kmeny zvifeciho piivodu na oligosacharidech matefského mléka nerostly. Pfi porovnani
narastu v 0 hod a 24 hod byl dokonce zaznamenan jejich mirny ubytek.

U B. breve zaznamenavame dle statického vyhodnoceni vyznamny nartst pouze u OMM C ve
srovnani s neselektivnim médiem. Na ostatnich frakcich B. breve nerostlo. U ostatnich skupin
(B. longum a zvifecich bifidobakterii) nebylo statistické vyhodnoceni provedeno z diivodu
nedostate¢né velkého souboru dat.

Namétené hodnoty pH (Tabulka 6) potvrzuji nejvyssi narist u kmene DSM 20082, JKM aJOV,

Cvwr

cvwr

skupiny B. longum se pH rovnéz piili§ vyznamné nesnizilo, coz souvisi s jejich nevyznamnym

narastem.
pH
Kmen OMM A OMM B OMM C OMM D W RR
BB 12 7,2 7.2 7,2 7,2 65 7,2
CCM 4988 7.2 7,2 7,2 7,2 53 7.2
CCM 4990 7,2 7.2 7,2 7,2 6,3 7,2
ATCC 15707 6,9 7,0 7,2 7,2 54 772
DSM 20082 5,3 5,3 5,3 5,7 46 69
JKM 6,3 6,0 5,7 6,6 60 7,2
Jov 6,0 6,0 6,0 5,8 6,1 7.2
MJ 7.2 7,2 5,7 6,9 50 7,2
AB 7,2 6,6 5,7 6,9 50 7.2
KLARA 7.2 7,2 6,6 5,4 36 72

Tabulka 6 Hodnoty pH po 24 hod kultivace pii 37 °C na vybranych oligosacharidech
matefského mléka (OMM A, B, C, D), neselektivnim médiu obsahujicim glukosu (W) a médiu
bez sacharidii (RR).
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6 DISKUZE

6.1 Izolace oligosacharidi z materského mléka

Oligosacharidy byly i pies velkou ¢asovou naro¢nost vyizolovany z matetského mléka, kravské
syrovatky, kozi syrovatky a nosoroz¢iho mléka. Ve vSech vzorcich byly obsazeny podle TLC
oligosacharidy (a¢ v jiné mife). Z uvedenych vzorka TLC je ziejmé, Ze se frakce oligosacharidi
matefského mléka, kravské syrovatky, kozi syrovatky a nosoroz¢iho mléka od sebe 1isi. Tyto
vysledky potvrzuji hypotézu, Ze se slozeni oligosacharidii matetského mléka a ostatnich savcii
od sebe 1isi, coz soucCasné¢ prokazuji data z odborné literatury, které 0 liSici se struktufe
matefskych a ostatnich sav¢ich oligosacharidii pojednavaji (Albrecht et al., 2014; Barile et
Rastall, 2013; Urashima et al., 2017).

Nicméné¢ 1 pres striktni dodrzovani postupti nebyly vsSechny vzorky tuspé$né zbaveny
nezadoucich latek jako napft. proteinii (coz potvrdil Bradfordiv test na proteiny). Protoze
molekuly proteinti vychazely z GCP jako prvni, doslo ob¢as ke kontaminaci prvnich frakci
OMM. V disledku toho bylo na analyzu MALDI-TOF vybrano devét vzorki, a to pouze
oligosacharid matetského mléka. Opakovana separace na GPC umoznila kvalitné;si rozdéleni

OMM podle velikosti molekul.
6.2 Kultivace bakterii na oligosacharidech

U kment bifidobakterii (B. bifidum a B. breve) lidského piivodu byl zaznamenan nartst na
oligosacharidech matef'ského mléka, zatimco u kmeni animalniho piivodu tomu bylo naopak,
coz koreluje s poznatky z odborné literatury (Rockova et al., 2011). Kmen B. longum na OMM
nerostl, coz se s odbornou literaturou neshoduje. Zaroven tyto vysledky potvrzuji poznatky od
Mcguire et al. (2017), kteti tvrdi, Ze rod bifidobakterii dokaze nejvice vyuzivat OMM, ale zaleZi
na ur¢itém druhu a konkrétnim bakteridlnim genomu. Hypotéza, definovana na zacatku mé
préce, Ze oligosacharidy matetského mléka podporuji rist jinych druhii bakterii se timto rovnéz

potvrzuje.
6.2.1 Skupina Bifidobacterium longum

Sela a Bode (2017) tvrdi, ze B. longum subsp. infantis je typickym kolonizatorem GIT kojence
a zaroven dokaze s kmeny B. bifidum a B. breve vyznamné vyuzivat OMM, coz se neshoduje

s vysledky mé prace. U kmene B. longum subsp. infantis CCM 4990, ktery je izolatem
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z kojence, nebyl nardst vyznamné zaznamenan a podobné tomu bylo i u kmene B. longum
subsp. longum ATCC 15707, kde byl narust sice o néco malo vyssi, ale vyznamné se nelisil.
Tento izolat je navic z dospélce, a tak u néj riistova aktivita na OMM ani nebyla predpokladéana.
Kmeny B. longum tudiz neprokazaly schopnost vyuzivat OMM jako zdroj energic. MozZnou
pfi¢inou nevyuziti testovanych OMM kmenem B. longum subsp. infantis by mohla byt ta, ze
narozdil od B. bifidum, které exprimuje extracelularni glykosidazy, exprimuje internalni
glykosidazy a spoléha na vlastni glykanové ABC transportéry pro prenos odpovidajicich OMM.
Extracelularni glykosidazy nékterych bakterii, jako tieba B. bifidum mohou byt pouzity k
uvolnéni ¢asti OMM, které pak mohou byt vyuzity B. longum subsp. infantis nebo i dalsimi
bakteriemi jako zdroj energie (Chen, 2015).

6.2.2 Skupina Bifidobacterium bifidum

Mcguire et al. (2017) tvrdi, ze kmeny B. bifidum jsou nejucinnéjsi mikroby, kteti dokazi nejvice
vyuzivat oligosacharidi matefského mléka, coz koresponduje s vysledky mé prace.
Tyto bifidobakterie zvysily v médiu s OMM své pocty béhem 24 hod o tfi fady (log KTJ/ml)
a dokézaly produkei t¢kavych mastnych kyselin s kratkym fetézcem snizit hodnotu pH. Nejlépe
na tom byl kmen DSM 20082 (pivodem ze stolice dospélce), ktery snizil hodnotu pH v priméru
u vSech oligosacharidii na 5,4 a JKM (stolice kojence) u kterého byla namétena hodnota pH 6,2.
Tyto kmeny dokéazaly nejvice vyuZzivat OMM A, B, C, u kterych namétena hodnota log KTJ/ml

prevysila narlst na neselektivnim médiu obsahujici glukozu.
6.2.3 Skupina Bifidobacterium breve

Nejvice dokazaly bakterie B. breve vyuzivat oligosacharidy OMM C, to dokonce v takové mife,
ze mirné prevysily narlst na neselektivnim médiu s gluk6zou. Nartst bakterii této skupiny na
ostatnich oligosacharidech (OMM A, B, D) byl vyssi nez u kment B. longum, ale nepievysil
narist kment B. bifidum a byl pfedev§im statisticky nevyznamny, tedy v podstaté stejny
V porovnédni s kontrolnim médiem bez sacharidl. I pfesto dokézala tato skupina vyuZzivat
alesponl Cast oligosacharidii matefského mléka. Dlvod, pro¢ tento kmen nedokazal plné
utilizovat OMM, muze byt ten, Ze ve srovnani s kmeny B. bifidum a B. longum nedokaze
B. breve  vyhodné¢ vyuzivat fukosylovanyjch OMM  véetné  2°-fukosyllaktosy,
laktodifukotetraosy, lakto-N-fukopentaosy nebo lakto-N-difuko-hexaosy (Chen, 2015).
Testované oligosacharidy mohly obsahovat ve svém slozeni nékterou z téchto slozek a

Vv disledku toho nedoslo k jejich vyuziti.

37



6.2.4 Skupina animalnich bifidobakterii

U kmenu B. animalis subsp. lactis BB 12 a Bifidobacterium animalis subsp. animalis CCM
4988 bylo zaznamenano sniZeni kolonii mezi pocate¢ni a kone¢nou kultivaci v praméru o 0,6
log KTJ/ml a vysoké namétfené hodnoty pH, coz naznacuje neschopnost vyuzivat OMM
bifidobakteriemi zvifeciho ptivodu a zaroven mozné mirné inhibi¢ni G¢inky oligosacharidi
matefského mléka a shoduje se s vysledky z odborné literatury (Rockova et al., 2013). Boehm
& Stahl (2007) uvadi, Ze struktura oligosacharidi v mléce ostatnich savcl je mnohem méné
slozitd. Z tohoto divodu nemusi zvifeci bifidobakterie umét vyuzivat strukturné slozitéjsi

OMM diky jejich nedostate¢né bohatému enzymatickému aparatu.

7 ZAVER

Oligosacharidy matefského mléka a ostatnich sav¢ich mlécich byly Gspé$né vyizolovany
pomoci gelové permeacni chromatografie. Nasledné byly uspé$né analyzovany za pomoci
tenkovrstvé chromatografie a MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

Kmeny bakterii lidského pivodu Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium breve dokazaly
uspésné vyuzivat oligosacharidy matefského mléka. Zatimco kmeny animélnich bifidobakterii
neumély vyuZivat tyto oligosacharidy.

Hypotéza, ze se oligosacharidy matefského mléka budou lisit od oligosacharidii ostatnich savct

a zaroven budou vyuzivat jiné druhy bakterii, se potvrdila.
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