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Izolace, purifikace a analyza oligosacharidii z materského
mléka

Souhrn

Matetské mléko je nejpiirozenéjsi kojeneckou stravou. Pfinasi fadu vyznamnych
bioaktivnich latek, které pfispivaji ke spravnému vyvoji kojence. Je také vyznamnym zdrojem
oligosacharidi s prebiotickymi ucinky, které slouzi jako zdroj energie pro bakterie v travicim
traktu ditcte.

Cilem této prace bylo izolovat a analyzovat oligosacharidy matefského mléka, zjistit
jejich mnozstvi v matefském mléce a zhodnotit jejich celkovy vyznam. Zaroven je v praci
rozebrana problematika mlécnych nahrazek, vyziva kojencti darcovskym matetskym mlékem
a jejich vyhody a nevyhody pro dit¢.

Oligosacharidy matefského mléka byly izolovany pomoci gelové permeacni
chromatografie a dale podrobeny analyze na tenkovrstvé chromatografii, pii které byly
rozpoznany separované molekuly. Dale byly frakce podrobeny testu na pfitomnost proteint
dle Bradfordové. Frakce, obsahujici pouze oligosacharidy a proteiny v mnozstvi mensi nez 1
ug/ml byly odeslany k analyze do Svycarska. Na zakladé této analyzy bylo zjisténo jejich
slozeni.

Ze zjisténych udaji o izolovanych oligosacharidech muizeme konstatovat, ze
provadéna separacni metoda je spiSe kvalitativni. MnoZstvi izolovanych oligosacharidii
matefského mléka se vyznamné lisilo (P < 0,002) od mnozstvi, které je uvadéno v odborné

literatufe.

Kli¢ova slova: matefské mléko, oligosacharidy mateiského mléka, izolace, purifikace,

analyza



Isolation, purification and analysis of oligosaccharides

from human milk

Summary

Human milk, which nourishes the early infants, is a source of bioactive components
for the infant growth and a development as well. Human milk is a rich source of
oligosaccharides, which are prebiotic and develop the immune system of the infant. Human
milk oligosaccharides are a good source of energy and nutrients for the bacteria in the
intestinal track of the infant.

The objective of this thesis was to isolate oligosaccharides from human milk and
analyse their amount in human milk and their importance for the infant. The thesis is also
focused on the issue of human milk substitutes and their advantages and disadvantages for
infants.

Human milk oligosaccharides were isolated using gel permeation chromatography and
thin layer chromatography. The thin layer chromatography is used to recognition and
separation of molecules. The purity of each fractions was then confirmed by the Bradford
protein assay. Some of the isolated fractions, containing only human milk oligosaccharides
and protein in amount less than lum/ml, were subsequently qualitatively analysed in
Switzerland. The result of Bradford protein assay were composition of oligosaccharide
fractions has been found out based on this analysis.

The selected separation method is clearly qualitative as the quantity of human milk
oligosaccharides were significantly different (P < 0,002) from quantity of human milk

oligosaccharides started in the scientific articles.

Keywords: human milk, human milk oligosaccharides, isolation, purification, analysis
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1 Uvod

Matetské mléko je pfirozenou a vyvazenou stravou pro kojence. Dodava mu spravny
pomér zivin a je lehce stravitelné. Je zdrojem bioaktivnich latek, které ptispivaji ke zdravému
ristu a vyvoji ditéte. Obsahuje mnoho riznych vyznamnych latek, jako jsou aminokyseliny,
oligosacharidy. Ty napomahaji rozvoji stfevni mikrobioty a tim podporuji rozvoj imunitniho
systému ditéte. Dale také naptiklad napomahaji spravnému mentalnimu vyvoji.

Oligosacharidy jsou jedinecnou slozkou matefského mléka a svym mnozstvim a
strukturou se vyznamné li§i od oligosacharidtl jinych savéich mlék. Najdeme vSak rozdily i
mezi jednotlivymi matkami. Tato skute¢nost vede ke snaze je blize poznat a analyzovat.
Znalost oligosacharidii matetského mléka by bylo mozné dale vyuzit pii vyrobé umélych
mléénych vyziv nebo napomoci spravnému vybéru mléka z mléénych bank. K tomu je vSak
zapotiebi oligosacharidy izolovat pomoci riznych separacnich metod a dale kvalitativné
analyzovat.

Tato prace se zabyva riiznymi metodami, které 1ze vyuzit k izolaci téchto oligosacharida,
jejich analyzou a naslednym popisem. Neékteré z téchto metod jsou V této praci prakticky
vyuzity a podrobné vysvétleny.

Dale je zde zminén vyznam oligosacharidti matefského mléka pro kojence a jejich mozné
vyuziti v budoucnosti a to jak ve vyvoji umélych kojeneckych vyziv, tak ve spravném vybéru
matefskych mlék z mlécnych bank na zéklad¢ specifity bifidogenni populace v travicim traktu

kojence.



2 Cil prace

Cilem prace bylo izolovat a analyzovat oligosacharidy z riznych vzorkd matefskych mlék,
zjistit jejich mnozstvi v matefském mléku a celkovy vliv na kojence. Déle také zhodnotit
vyznam oligosacharidii matetského mléka ve vyvoji umélé kojenecké vyzivy a v neposledni

radé jejich dilezitost pii vybéru vhodného darcovského mléka z mlécnych bank.
2.1 Hypotéza

Piedpoklad byl, ze matefské mléko obsahuje oligosacharidy, které jsou velmi dulezité pro
spravny vyvoj kojence. Mnozstvi nami izolovanych oligosacharidd se neshoduje
s mnozstvim, které je uvadéno v odborné literatufe. Domnivame Se, Ze mnozstvi a slozeni

oligosacharidi matetského mléka je riizné v zavislosti na matce.



3 Prehled literatury

3.1 Materské mléko

Matetské mléko je Casto nazyvano jako ,zlaty standard“ pro vyzivu kojence v prvnich
mésicich jeho Zivota (Bode, 2009). Je zdrojem bioaktivnich latek pro zdravy rast a vyvoj
jeho vyzivy. Dodava mu spravny pomér Zivin a je lehce stravitelné (Kunz et al 1999).

Mléko je slozeno z rtznorodych latek, jako jsou sacharidy (zejména oligosacharidy),
aminokyseliny, vitaminy a mineraly, které podporuji rozvoj stfevni mikrobioty béhem raného
détstvi (McVea et al., 2000; Kramer et al., 2008; Reilly et al., 2005). Podle obdobi laktace
muzeme mateiské mléko rozdélit na kolostrum, které je produkovano prvni dny po porodu a

na mléko zralé (Kulski and Hartmann, 1981).

3.1.1 SloZeni materského mléka

Mateiské mléko je bohatsi, nez mléko skotu nebo jiné savéi mléko. Zejména pokud jde o
obsah oligosacharidi. Obsah oligosacharidii v matetském kolostru je 22 — 23 g/l a ve zralém

mléce je to 12 — 13 g/l (Davis et al., 1983).

Obr. 1 SloZeni mateiského mléka
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Dané schéma (Obr. 1) nam ukazuje, ze nejhojnéjsi slozkou matefského mléka je laktosa, jejiz
mnozstvi dosahuje az 70 g/l, po ni nasleduji lipidy (40 g/l) a oligosacharidy (5 — 23 g/l).

Vysuvny kolacovy graf (vlevo) predstavuje slozeni nejhojnéjSich oligosacharidii matefského

mléka, hmotnosti jednotlivych sloZek a jejich relativni ¢etnost (Ninonuevo at al., 2006).

Makronutrienty

Mateiské mléko je slozeno ze 4 hlavnich slozek: proteint, tukd, laktosy a oligosacharida.
Jejich zastoupenti je patrné v Obr. 1.

SloZeni makronutrient( se 1i§i v zavislosti na obdobi laktace. Je vyrazny rozdil v obsahu Zivin
u kolostra a zralého mléka. Od ¢tvrtého mésice po porodu je slozeni matetského mléka zavislé
I na matce a to zejména na jeji t€lesné hmotnosti, pfijmu bilkovin, nadvratu menstruace a
frekvenci kojeni. Ve studii bylo také prokézano, ze u matek, které produkuji vice mléka, je

koncentrace tuki a bilkovin nizsi a koncentrace laktosy vyssi (Nommsen et al., 1991).

Mikronutrienty

Vétsina stopovych prvkll matefského mléka je zavisld na stravé matky a jeji télesné
konstituci. V matefském mléce je vemni nizka koncentrace vitaminu D a K, u nichz je

doporuceno, aby se piidavaly do stravy matky (Greer, 2001; Allen, 2012).

Bioaktivni komponenty

Obr. 2 Schéma ukarujici hlavni biaktivni komponenty v materském mléce (Y oung, 2009)
Tuky
Laktosa & Vitaminy
oligosacharidy \ l / 3
Bioalktivni
Ruistové faktory | +— komponenty — | Laktoferin
v mléce
Inmnoglobuliny Kasein & syrovatkove Enzymy
proteiny

11



,»Bioaktivni komponenty matefského mléka pfedstavuji spojeni nutri¢nich a imunologickych
vlastnosti, které se uplatiiuji paralelné. To znamend, ze kromé energetického zisku jsou
vyznamné svou ochrannou funkci® (Frithauf, 2009). Bioaktivni komponenty v matetském
mléce pochazeji z riznych zdroji. Nékteré jsou produkovany a vyluCovany z prsniho epitelu,
jiné zase z matetského séra (Garofalo, 2010). Piikladem bioaktivnich komponentti mize byt
sekre¢ni IgA nebo vaskularni endotelialni ristovy faktor (VEGF-A a VEGF-B) (Van de Perre,

2003). Jiné bioaktivni sloZky matefského mléka jsou uvedeny v Tab. 1.

3.1.1.1 Kolostrum

Kolostrum je tekutina, ktera je produkovana v prvnich dnech po porodu. Je bohaté na
imunologické komponenty, jako jsou sekre¢ni IgA, laktoferin, leukocyty a také na vyvojové
faktory jako je epidermdlni ristovy faktor (Castellote et al., 2011; Pang and Hartmann, 2007;
Kulski and Hartmann, 1981). Kolostrum se od zralého mléka 1i$i zejména v mnozstvi bilkovin
a sacharidi. Obsah bilkovin je vyrazné vyssi a obsah sacharidl je vyrazné nizsi (Janness,
1979). Rozdily jsou patrné i v odlisném obsahu mineralnich latek. Hladiny chloridu sodného a
hoi¢iku jsou vyssi a hladiny drasliku a vapniku nizs§i nez ve zralém mléku (Pang and
Hartmann, 2007; Kulski and Hartmann, 1981). Ve chvili, kdy se zacne ménit pomér drasliku a
vapniku, tedy dochazi k poklesu koncentrace drasliku a zvySeni koncentrace vapniku, dochazi
k aktivaci a sekreci ptrechodného mléka. K tomu obvykle dochazi béhem nékolika prvnich
dnti. Opozdény nastup je chapan po 72 hodinach po porodu a Castéji se vyskytuje u obéznich

matek nebo u pied¢asnych porodii (Henderson et al., 2008; Nommsen-Rivers et al., 2012).

3.1.1.2 Zralé matefské mléko

Od 5 dnil do 2 tydnd po porodu je mateiské mléko z velké ¢asti zralé a v obdobi 4 az 6 tydnti
po porodu je jiz zcela zralé. Tyto rychlé zmény ve sloZeni mléka jsou dilezité a kopiruji
potieby rychle rostouciho kojence (Kulski and Hartmann, 1981). Zralé lidské mléko obsahuje
3 -5 % tuku, 0,8 — 0,9 % bilkovin, 6,9 — 7,2 % sacharidid a 0,2 % mineralnich latek.
Energetickda hodnota mateiského mléka je 65 — 75 kcal na 100 ml (Janness, 1979). Jak uz
jsem zminovala vySe, rozdil mezi zralym mlékem a kolostrem je patrny nejen v obdobi, kdy je
mléko produkovano, ale také v obsahu Zivin.

V pribéhu laktace se obsah tuku nijak vyrazné neméni, ale vykazuje zmény béhem dne

(Janess, 1979).
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3.1.2 Vliv materského mléka na zdravi kojence

Existuje spojeni mezi mateiskym mlékem a vyvojem, ristem a zdravim kojence. Matetské
mléko proslo 200 miliony let vyvoje az do soucasné podoby. Jeho slozky neslozi pouze pro
vyzivu kojence, poskytuji také nescetné bioaktivni slouCeniny, které ovliviiuji rist, stimulaci a
modulaci imunitniho systému, kognitivni vyvoj, ochranu pfed toxiny a patogennim
onemocnénim (Daniels and Adair, 2005; German et al., 2002; Harmsen et al., 2000).

Matetské mléko obsahuje také riizné druhy slozek, mezi jejichz funkce patii chranit prsni
zlazy matky a poskytovat ochranu kojenci v dobé, kdy jeho imunitni systém je stale jesté
nevyvinuty (Brandtzaeg, 2003; Hanson et al., 2003; Lonnerdal, 2003). V tabulce (Tab. 1) jsou

vypsané slozky s imunologickymi vlastnostmi matetského mléka.

Tab. 1 Slozky s imunologickymi charaktery matetského mléka

Antimikrobialni slozky
Imunoglobuliny: SIgA, SIgG, SigM
Laktoferin, laktoferin B a H
Lysozym

Laktoperoxidasa
Nukleotid-hydrolizované protilatky
k-kasein a o-laktalbumin
Haptokorin

Muciny

Laktadherin

Volné sekre¢ni komponenty
Oligosacharidy a prebiotika
Mastné kyseliny

Mateiske leukocyty a cytokininy

sCD14
Komplementy a komplementarni receptory

[-Defensin-1

Toll-like receptory
Bifidogenni faktor

Hlavni komponenty

Imunitni vyvojové sloZky
Makrofagy

Neutrofily

Lymfocyty

Cytokiny

Ristovy faktory

Hormony

Mlécné peptidy

Polynenasycené mastné kyseliny s dlouhym
retézcem
Nukleotidy

Adhezivni molekuly

-----

Cytokininy: 1L-10 a TGFf

IL-1 antagonisticky receptor, TNFo a I1L-6
receptory
sCD14

Adhezivni molekuly

Polynenasycené mastné kyseliny s dlouhym
fetézcem
Hormony a rtstové faktory

Osteoprotegerin

Laktoferin
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Cytokininy: IL-10 a TGFB Polynenasycené mastné kyseliny s dlouhym
fetézcem
Antiidiotypické protilatky Hormony a rtstové faktory

(Field, 2005)

3.1.2.1 Matetské mléko a jeho alternativy

Nahrazky matetského mléka jsou produkty na bazi kravského mléka nebo mlék jinych savci,
které se ukazaly byt vhodné pro vyzivu kojenct. Kojenecka vyziva musi podporovat normalni
rist a vyvoj déti a jeji energeticka hodnota by méla byt v rozmezi 60 — 75 kcal na 100 ml
(Life Sciences Research Office 1988; Scientific Committee on Food, 2003).

Ptedlohou pro vyrobu nahrazek matefského mléka je zral¢ mateiské mléko. Prestoze uméla
kojenecka vyziva se podoba vlastnimu matetské mléku, stale existuje mnoho rozdila v obsahu
Zivin a to zejména v oblasti energetické hodnoty, mnozstvi proteint, lipida a zeleza (Wells,
1996).

Neékteré latky se vSak synteticky vyrobit nemohou. Jsou to zejména bioaktivni komponenty a
mateiské protilatky, které chrani kojence pfed onemocnénim a infekcemi (Cleary, 2004).
Umeéla kojeneckd vyziva miize mit odliSny ucinek na kognitivni vyvoj ditéte. Faktory
(cholesterol, dlouhé fetézce polynenasycenych mastnych kyselin, ristové faktory, hormony,
vitaminy, mineralni latky), které podporuji rozvoj centralniho nervového systému, bud’ chybi,
nebo se v téchto nahrazkach vyskytuji ve vyrazné€ niz$§im mnozstvi nez u matefského mléka
(Banapurmath et al., 1996).

Rozdil mezi mlé¢nou nahrazkou a kojenim neni pouze ve slozeni, ale také naptiklad v cené.
Pokud se matka rozhodne pro umélou kojeneckou vyZivu, miiZe ji to mésicné stat az o vice
jak 2000 K¢. V cené neni pouze samotna mlécna nahrazka, ale také vSe potiebné pro jeji

pfipravu a uchovani (Labusova, 2008).

Tab. 2

Zakladni vlastnosti matetského mléka a umélé kojenecké vyzivy, imunoprotektivni funkce
Mateiské mléko Néhrazka matetského mléka

Nesterilni, proménné v obsahu a chuti Sterilni, neproménné v obsahu a chuti

Obsahuje neesencidlni mastné kyseliny: | AZ do nedavné doby obsahovala pouze
kyselinu arachidonovou, kyselinu | esencialni mastné kyseliny

dekosahexaenovou

Vysoky obsah cholesterolu (110 — 140 mg/l) | Nizky obsah cholesterolu (az 3x méng¢)
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Faktory podporujici rozvoj nervového | Zadné hormony nebo ristové faktory
systému (hormon Stitné zlazy,
oligosacharidy, stimulujici hormony, rustové

faktory, ...)

Zivé buiiky a proteiny s imunoprotektivni | Nevrozené imunoprotektivni vlastnosti
funkci: protilatky, imunoglobuliny, lysozym,

laktoferin, peroxidasy

Obsahuje vitaminy a mineraly Obsahuje stejné vitaminy a mineraly, Casto i

ve vyssich koncentracich

Obsahuje necistoty z potravy od matky Z4dné nedistoty, neménné slozeni

(Baker et al., 1998; Fuchs et al., 1996; Scariati et al., 1997)

V soucasné dob¢é mezi alternativy matetského mléka nepatii pouze kojenecka vyziva, ale také
darcovské mateiské mléko. Tyto alternativy jsou vhodné pro matky, které nechtéji nebo

nemohou kojit.

3.1.2.1.1 Vyziva darcovskym mateiskym mlékem

Jak jiz bylo feceno, matetské mléko je jedinou fyziologickou potravou pro novorozence a
kojence a je doporucené jako vyZziva pro vSechny déti v¢etné téch predCasné narozenych
(McGuire, 2004; Mydlilova, 2006). Jestlize dité nemuze byt z jakychkoli divodu kojeno,
méla by mu byt poskytnuta plnohodnotna nahrada. Z tohoto diivodu zacaly po celém svété
vznikat banky matetského mléka (Mydlilova, 2006).

Prvni mlécné banka byla zaloZena ve Vidni jiz roku 1907 (Mydlilova, 2006). Od té doby se
jejich pocet rozrost a tim se zvySila 1 moZznost nakupu matetského mléka. Naptiklad ve Velké
Britanii je 17 bank, které dodavaji mateiské mléko (Wight, 2001). V Ceské republice se
nachazi celkem pét bank mateiského mléka a to v Praze, Ceské Lipé, Ceskych Budgjovicich,
Hradci Kralové a Mosté. Nejstarsi bankou v CR je banka v Hradci Kralové, ktera byla
zaloZena roku 1958 (Mydlilova, 2006).

Déarcovské matetské mléko je alternativni forma mléka, pokud matka nema svoje mléko
k dispozici, nebo ho ma nedostatek (Wight, 2001). Nazory na vyzivu darcovskym matetskym
mlékem se 1i§i po celém svété. Z fady svétovych publikaci a zkuSenosti svétovych bank
matefského mléka (Kanada, USA, Anglie, Francie, Australie) vyplyva, Ze pouZivani mléka
Z bank hraje dualezitou roli vredukci mortality a morbidity u kriticky nemocnych a

nedonosenych déti (Mydlilova, 2006).
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Provoz bank je finan¢né velmi naro¢ny a to hlavn¢ diky narocnému oSetfeni mléka a také
nezbytnému vySetfeni darcovskych matek. Darkyné musi byt zdrava (potvrzeni od obvodniho
¢1 zavodniho 1€katre) a vySetfena na HIV, HBsAg (proteinovy antigen znacici probihajici
hepatitidu B), BWR (sérologicka reakce pouzivana ke screeningu syfilis), AST, ALT
(specifické testy pro stanoveni poskozeni jaternich bunék), vytéry — krk, stolice, vySetfeni
moce (Rothova, 2012; Mydlilova, 2006).

Vykupni cena mléka je 200 K¢&/1 a prodejni az 900 K&/l (Rothova, 2012). Zatimco napiiklad
ve Francii je Cinnost mlécné banky dotovana staitem, VZP produkty mlécnych bank ze
seznamu hrazené¢ho biologického materialu v roce 2007 vypustila. Matefské mléko z banky
sice mize ditéti predepsat jeho obvodni lékaf, ale protoze by ho musel hradit ze svého
pausalu, tak k tomu v praxi nedochdzi (Vokurkova, 2013).

Prioritu v odbéru mléka maji novorozenecka odd¢leni, ale v ptipadé, ze je mléka dostatek je
mozné prodavat mléko matkdm doma (Rothova, 2012). Bohuzel poptavka po matefském
mléku znacné prevySuje nabidku, a proto se Casto mléko z banky dostane jen détem
Vv nemocnici. Pofadnik déti je nasledujici: pfednost maji déti nedonoSené a nemocné na
jednotce resuscitacni péce, pak déti na jednotce intenzivni péce, odristajici nedonosené déti,
déti na oddéleni fyziologickych novorozencu a teprve poté je mléko k dispozici k prodeji
matkam. Zajem o koupi matetského mléka je veliky, déti je hodné a mlé¢énych bank je pouze
pet (Vokurkova, 2013).

V disledku velké poptavky vznikl dokonce i ¢erny trh s matefskym mlékem, v takovémto
ptipadé, Zeny nabizeji pfes internet vlastni mléko, které ale nemusi byt oSetfeno a mize byt
zdrojem i potencionaln¢ patogennich bakterii a vird. NeoSetfené darcovské mléko muize pro
kojence predstavovat i fatalni zdravotni komplikace (Conley, 2010).

Od roku 1987 je v CR zakazano dle doporuéeni WHO (Svétovéa zdravotnickd organizace)
kojit dit¢ cizi matkou ¢i krmit dité cizim neoSetfenym matefskym mlékem a prodej
matefského mléka na Gerném trhu se tak v Ceské Republice stava nelegalni (Mydlilova,
2006). Situace s prodejem, poptipadé darovanim matefského mléka ve svété je velmi rizna.
Naptiklad v jinych ptipadech velmi striktni a pfisné Spojené staty americké prodej, darovani,
popiipad¢ nakupovani matefského mléka nijak nereguluji. Mateiské mléko se zde nepovazuje
za ,t¢Ini tekutinu® (jako u nds), ale za ,,potravu®, a proto pro n¢j plati jina pravidla nez pro
krev nebo lidské organy (Méchurova, 2013). V USA je sdileni matetského mléka béZznou a
dobfe zavedenou praxi. V roce 2010 byla v USA zalozena webova stranka Eats on Feets

slouzici pravé ke sdileni matefského mléka mezi matkami (Conley, 2010). V roce 2012
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existovalo na socidlni siti Facebook vice nez 170 skupin v 50 statech zabyvajicich se prave
nabidkou a poptavkou po matefském mléce (Gribble, 2014).

Na prvnim celosvétovém kongresu s nazvem ,,Human Milk Banking* v Hradci kralové v roce
1981 byla pasteriza¢ni teplota stanovena na 62,5°C po dobu 30 min (Mydlilova, 2006; Orloff
et al., 1993; McDougal et al., 1985). Tato teplota bezpe¢né inaktivuje HIV, CMV. Virus HIV
je termolabilni s inaktivaci 56°C za 10 min (Eglin and Wilkinson, 1987). To vSak plati pro
virus, ktery je volné pfitomny V extracelularni fazi mléka. Pro virus zabudovany
intracelularné se doporucuje Casovy interval prodlouzit na 30 min a pouzit teplotu 62,5°C
(Tully et al., 2001). Kromé toho tato teplota nici i jiné termolabilni viry. Po pasteraci se mléko
zchladi na teplotu 4 °C nebo se zmrazi na teplotu — 18 °C. Pokud je mléko pouze zchlazeno,
pouzitelnost je 24 hodin, pii zmrazeni se prodluZzuje na 3 mésice. Tento postup inaktivuje
mozné viry, ale také ovliviiuje nutricni a imunologické vlastnosti matetského mléka.
Napiiklad se odhaduje, ze se pfi tomto procesu zni¢i 34% imunoglobulinu G (IgG). Nelze
predpokladat, ze darované matetské mléko, které je takto upravené, bude mit stejné vlastnosti
a hlavnég Ucinek jako vlastni matetské mléko (Wight, 2001).

Problematika manipulace s kojeneckou vyzivou a odstitkanym matefskym mlékem je v Ceské
Republice pravné ukotvena vyhlaskou Ministerstva zdravotnictvi CR ¢&. 137/2004 Sb.:
Vyhléaska o hygienickych pozadavcich na stravovaci sluzby a o zasadach osobni a provozni

hygieny pfti ¢innostech epidemiologicky zavaznych, § 46 a 47.

3.1.3 Porovnani mateiského mléka s mléky ostatnich savci

Mateiské mléko obsahuje jedine€nou kombinaci slozek, ktera se 1i8i od mlék jinych savci
(Tab. 3). Spole¢n¢ s mléky ostatnich primati ma nizkou energetickou a vyzivou hodnotu
V porovnani s jinymi mléky (Gallagher, 1992).

Matetské mléko 1 mléko ostatnich savci je bohatym zdrojem bioaktivnich oligosacharidi

(Hickey, 2012).

Tab. 3 Porovnani slozeni matetského mléka s mlékem skotu (Bode, 2013)

Lidské mléko Kravské mléko
Proteiny (g/l) 12 35
Tuk (g/l) 35 35
Laktosa (g/l) 65 45
Oligosacharidy (g/l) 5-23 0,06
Pocet identifikovanych oligosacharidii 100< <40
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50 - 80 <1
10- 20 <70

% fukosylati

% sialata

3.2 Oligosacharidy materského mléka

Lidské mléko je velice bohaté na oligosacharidy. V zavislosti na obdobi laktace a na jedinci
mize jejich mnozstvi dosdhnout az 23 g/l, toto mnozstvi mize byt totozné nebo i vétsi, nez
mnozstvi proteini v matetském mléce (Coppa et al., 1993; Kuntz et al., 2008). Oligosacharidy
matefského mléka maji velmi odliSnou strukturu od oligosacharidi jinych druhi saveu (Kunz
et al., 2000; Newburg and Neubauer, 1995).

Jednou z velmi dilezitych vlastnosti oligosacharidiit matetského mléka je jeho prebioticka

aktivita, ktera ovliviiuje stfevni mikrobiotu kojence a bifidogenni populaci (Moro, 1900).

3.2.1 Struktura a sloZeni oligosacharidi materského mléka

Pojem oligosacharidy matefského
mléka se vztahuje na skupinu riznych Obr. 3 Struktura Monosacharida (Wu et al., 2010)
oligosacharidii v matetském mléce. o
Zakladni stavbu oligosacharidii tvoii N CHs OH Fukosa
D-galaktosa, D-glukosa, L-fukosa, N- CH
acetylglukosamin a  kyselina N- OH
acetylneuraminova (Carlson, 1985; r 0
Chaturvedi et al., 1997; Charlwood et » oH “OH  Ghikosa
al., 1999; Kunz et al., 2000; Kunz et OH
al. 1996). Kombinaci kapalinové OH
chromatografie s hmotnostni OH ©
OH OH Galaktosa

spektrometrii s vysokym rozliSenim

OH
bylo identifikovano asi 200 unikétnich

. e R OH

oligosacharidii s riiznou strukturou

O
obsahujici 3 — 22 mososacharidi. OH w+0OH  N-acetylghikosamin
Rozdil mezi slozenim oligosacharid OH

HN=C—CHg
je patrny jak v prubéhu laktace, tak 0
i mezi jednotlivymi matkami. Mléka AcHN mf’ OH  Kyselina
nahodn¢ vybranych matek obsahovala D: COOH N-acetylneuraminova

an (kyselina sialova)

23 az 130 rtznych oligosacharidi

(German et al., 2008).
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Oligosacharidy matetského mléka
jsou glykany, které se hojné | Obr.4 Struktura typickych OMM (Wu et al, 2010)
vyskytuji v matefském mléce, ale 31—

ne v détské vyzivé (Kunz at al.,
2000; Kobata, 2010; German et al.,
2008; Bode, 2006).

Vsechny oligosacharidy
matefského mléka obsahuji na
svém redukujicim konci disacharid
laktosu. N-acetyl glukosamin je
spojen  glukosovym  zbytkem
vazbou B1-3, nebo pokud se vétvi,
vazbami B1-3 a B1-6. Pokud se

vyskytne  dalsi galaktosa je
navazana glykosidickymi vazbami
B1-3 nebo B1-4 na N-acetyl
glukosamin. N-acetyl glukosamin

a galaktosa jsou ve spole¢né formé

patefi oligosacharidi matetského

mléka.  70%  oligosacharidi a2-3

matefského mléka tvorfi zbytky B GlcNA: @ Glukosa () Galaktosa 4 Frulktosa

fukosy a 20-50% oligosacharidt
matefského mléka zbytky kyseliny N-acetylneuraminové. Fukosa je spojena s N-acetyl
glukosaminem nebo galaktosou vazbami a1-3, a1-4 nebo vyjimeéné vazbou al-2 na kone¢né
pozici oligosacharidi. Kyselina N-acetylneuraninova je spojena vazbami a2-6 nebo a2-3
(Coppa et al., 1993; Chaturvedi et al., 2001; Sumiyoshi et al., 2003).

Skladba oligosacharidli matetského mléka je zavisla na sekretorickém a Lewis krevnim
systému matky (Tab. 4 a 5), které ovliviiuji expresi fukosyltransferasy (Egge et al., 1983;
Thurl et al., 2010). Na zaklad¢ téchto systémul je mozné rozde€lit matefské mléko do Ctyt
skupin: Se+Le-, Se-Le+, Se+Le+, Se-Le- (Albrecht et al., 2011; Cappa et al., 2011; Thurl et

al., 2010). Tyto rozdily mohou mit vliv na biologickou funkci matetského mléka (Newburg et

24

Se+Le+ (Gabrielli et al., 2011; Johnson and Watkins, 1992; Kumazaki and Yoshida, 1984).
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Fukosylové oligosacharidy matefského mléka mohou vazat patogeny jako napiiklad
Staphylococus. Kdyz se tyto sekre¢ni komplexy vyskytuji v prsnich zlazach, indikuji, Ze i
samotné matky s Se+Le+ mohou byt svymi oligosacharidy matetského mléka chranény proti

pusobeni patogent zpusobujici mastitidy apod. (Lane et al., 2011; Jeurink et al., 2013).

3.2.1.1 Kysel¢ a neutralni oligosacharidy mateiského mléka

Oligosacharidy matetského mléka mizeme rozdélit do dvou skupin (Tab. 4 a 5) na neutralni a

kyselé oligosacharidy (Boehm et al., 2003; Newburg and Neubauer, 1995).

Kyselé oligosacharidy matefského mléka

Kyselé oligosacharidy obsahuji kyselinu N-acetylneuraminovou (kyselinu sialovou)
napojenou na galaktosu nebo na zbytek N-acetylglukosaminu (Boehm et al., 2004). Sialové
oligosacharidy tvofi asi 20% vsech oligosacharidi a slouzi jako vazebna mista pro specifické
patogeny a toxiny (Bode et al., 2004; Varki, 2008). Napiiklad in vitro studie prokazaly, ze
kyselé oligosacharidy vyrazné snizily vazbu leukocytii na endotelidlni bunky, zatim co
neutrdlni oligosacharidy nemély zadny efekt (Bode et al., 2004). Rovnéz se piedpoklada, ze
tyto oligosacharidy hraji dtlezitou roli pro postnatalni vyvoj mozku (Wang et al., 2003).

Neutralni oligosacharidy matefského mléka

V matefském mléce je pfiblizné¢ 80% neutrdlnich oligosacharidli (Bode et al., 2004). Tyto
oligosacharidy obsahuji fukosu, kterd je navazana na zédkladni molekulu (Boehm et al., 2004).

Navazani fukosy vychazi ze sekre¢niho systému matky (Thurl et al., 1997).
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Tab. 4 Struktura vybranych kyselych oligosacharidii mateiského mléka

Zkratka Trividlni nazev Struktura
350 3'-sialyllaktosa NeuSAr a(2—3) Gal B(1—4) Gle
6-'SL 6'-sialyllaktosa NewSAc a(2—6) Gal B(1—4) Gle
Fuc |1(1—-3]\'L
F3SL Monofukosyl-monosyalyllaktosa  NeuSac e(2—3) Gal pi1—4) Gle
3SIN 3'-Sialyl-N-acetyllaktosamin ~ NewAc a(2—3) Gal f(1—4) GlcNAc
65N 6'-Sialyl- N-acetyllaktosamin ~ NeuSAe a(2—6) Gal p(1—) GlcNAe
15Ta Sialylakto-N-tetrosa a NewSAc a(2—3) Gal f(1—3) GleNAc f(1—3) Gal B(1—4) Gle
LSTh Stalyllakto-V-tetrosa b NenSAc a(2—6)
Gal f(1—3) GIcNAc (1—3) Gal p(l—d) Gle
[STe Sialvlakto-N-tetrosa ¢ NewSAc a2—6)
Gal p(1—4) GIcNAc (1—3) Gal p(i—d) Gle
SINFPI  Se+  Sialyllakto-N-pentosa I NewSAc a(2—6)
GleNAc B(1—3) Gal p(1—4) Gle
Fue of1—1) Gal f(1—=3)
SINFPI  Le+  Sialyllakto-N-pentosa II Fue a(l _'4]\
G 13 Gal 1) Gl

NewdAe a2—3)Gal f(1-3)

DSINT Disialyllakto-N-tetrosa NewSAc of2—6)
Newdae a2—3) Gal f(1—4) GleNAe f1—3) Gal p(1—4) Gle

Se+ (sekretor pozitivni), Le+ (Lewis pozitivni), Glc (glukosa), Gal (galaktosa), Fuc (fukosa),
GIcNAc (N-acetylglukosamin), NeuAc (kyselina N-acetylneuraminova)
(Musilova et al., 2014)
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Tab. 5 Struktury vybranych neutralnich oligosacharidi matefského mléka

Lleratka Trivialni nazev Strukctura
Lac Laktosa Gal f(1—4) Gle
X FL Se— 2-fukosyllaktosa Fuc af1—2) Gal p(1—4) Gle
3FL 3% fukosyllaktosa Gal p(1—4)
\Glc
A
Fuc a(1—3)
LDFT Se+ Laktodifukotetrosa Fue a{1—2) Gal f(1—4)
lc
Fuc al—3)
INT Lakto-N-tetrosa Gal f(1—3) GleNAe f1—3) Gal f(l—4) Glc
LNnT Lakto-N-neotetrosa Gal B(1—4) GLeNAe Br1—3) Gal B(1—4) Gle
INH Lakto-N-hexosa Gal B(1—4) GleNAc p(l1—
Gal f(1—3) GleNAe fl1—3) Gal f(1—4) Glc
Iso-Lakto-N-oktosa Gal f1—3) GleNAc p(1—~3) Gal f(1—4) GleNAc (1),
Gal f(1—3) GleNAc f(1—3) Gal pll—) Gle
Iso-Lakto-N-neooktosa Gal p(1—4) GleNAe f(1—3) Gal fl—4) GlcNAc f(1—46)
Gal p(1—3) GleNAc ﬁ{l—ﬁ;‘Gal B1—4) Gle
para-L akto-N-oktosa Gal p{1—3) GleNAe fi(1—3) Gal B(1—4) GlcNAe P(1—3) Gal p(l1—4) GleNAe B(1—3) Gal f{1—4)Gle
LNFP-I Se+ Lakto-N-fukopentosa I Fue af1—2) Gal f(1—3) GlcNAe B(1—3) Gal p(1—4) Gle
INFP-I  Le+ Lakto-N-fukopentosa II Gal fi(1—3)
GleNAc B1—3) Gal pil—4) Gle
Fuc afl—4)
INFP-IT  Le+ Lakto-N-fukopentosa I1T Gal B(1—4)
GINAC B(1—3) Gal p(1—) Gl
Fuc af1—3)
INFEV Lakto-N-fukopentosa V Gal p(1—3) GleNAc pi1—3) Gal p(1—4) Gle
Fuc af1—3
1DFHI Se+le+ Lakto-N-difukohexosa I Fuc of 1—2) Gal f(1—3)
GleNAe B1—3) Galp (1—4) Gle
Fuc a(l—4)
IDFHI  le+ Lakto-N-difukohexosa II Gal f(1—3)
GleNAe B(1—3) Gal B(1—4)
Fuc af1—) e
Fuc of1—3)
MFLNHII Le+ Monofukosvllakto-N-hexosa  Fue a1—3)
GleNAe B(1—8)
Gal pi1—4) Gal fi(1—) Gle
Gal {1 —=3)GleNAC f(1—3)
DFLNHz  Se+le+ Difukosvllakto-N-hexosa a Fuc a{1—3)
;Giemc B(1—6)
Gal f(1—4) \Gn] B(1—4) Gle

Fuc a{1—2) Gal f(1—3) GleNAc fil—3)

Se+ (sekretor pozitivni), Le+ (Lewis pozitivni), Glc (glukosa), Gal (galaktosa), Fuc (fukosa),

GIcNAc (N-acetylglukosamin), NeuAc (kyselina N-acetylneuraminova)
(Musilova et al., 2014)
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3.2.2 Porovnani oligosacharidu s dalSimi savéimi mléky

Oligosacharidy matetského mléka hraji pro kojence vyznamnou roli, diky jejich prebiotickym
farmarskych zvifat neobsahuje slozky prospésné pro lidskou vyzivu (Martinez-Ferez et al.,
2006). Mlécné oligosacharidy domestikovanych zvifat maji odliSnou strukturu od
oligosacharidii matetského mléka. Velmi dualezité jsou pro kojence fukosylové oligosacharidy,
které se ovSem v mléce skotu, ovci, koz a koni nevyskytuji (Finke, 2000).

Nejen Ze se oligosacharidy lisi strukturou, ale také koncentraci. Obsah oligosacharid v mléku
domestikovanych zvifat je vyrazné nizS§i nez v mléku matetském. Napiiklad mnozstvi
oligosacharida v kolostru skotu je 1 g/l, ve zralém mléku jich je piiblizné dvacetkrat méné
(Martinez-Ferez et al., 2006; Nakamura et al., 2003). V nasledujici tabulce (Tab. 6) miZeme

vidét porovnani mnozstvi oligosacharidt u riznych druhi savcu.

Tab. 6 Oligosacharidy v mléku ruznych druhti savci

Ptivod oligosacharidi Mnozstvi oligosacharidl
Clovék 523 g/l
Skot 0,03-0,06 g/l
Koza 0,25-0,30 g/l
Ovce 0,02 - 0,04 g/l

(Coppa et al., 1993; Martinez-Ferez et al., 2006)

Obsah fukosylovych oligosacharidi domestikovanych zvifat je vyrazné€ nizsi nez jejich obsah
vV matetském mléce. VétSinu oligosacharidii v savéim mléku tvoii sialované oligosacharidy,
obsahujici kyselinu N-acetylneuraminovou a kyselinu N-glykolylneuraminovou (Urashima et
al., 2001; Urashima et al., 2013).

3.2.3 Vliv oligosacharidi mateiského mléka na zdravi kojence

Lidsky gastrointestindlni trakt neni schopny stravit oligosacharidy matetského mléka, proto
témto komponentim nemizeme piipisovat zadnou nutri¢ni hodnotu. Nicméné tyto latky jsou
tteti nejhojnéjsi slozkou matefského mléka, které dlouhodobé podporuje vyvoj, tudiz musi mit
dulezitou funkci (Zivkovic et al., 2011; German et al., 2008).

Po narozeni se vyviji metabolicky aktivni mikrobiota, ktera je dileZzita pro zdravi kojence a
vyvoj jeho stievniho systému (Kelly et al., 2005; Perez et al., 2007). Oligosacharidy
matefského mléka maji prebiotické Géinky a slouzi jako zdroj energie a Zivin pro bakterie ve
sttevech kojence, avSak kromé jejich prebiotickych ucinkd, je rovnéZ dokéazano, Ze pisobi
také jako receptory Kk potla¢eni adherence patogeni na povrch epitelu a interaguji piimo

S imunitnimi bunkami (Bode et al., 2009).
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Oligosacharidy matetského mléka jsou rezistentni vici kyselému prostredi zaludku kojence,
nepodléhaji hydrolyze pankreatu ani enzymim stfevniho lemu (Gnoth et al., 2000), a proto
nedochazi k absorbovani Vv gastrointestinalnim traktu. Pouze jedno procento oligosacharidii
matefského mléka je absorbovano ve sttevé a vylouceno moci. Zbytek oligosacharidii se
dostane do distalni casti stfevniho traktu kojence, kde mohou slouzit jako prebiotika.
Prebiotickd smés selektivné stimuluje rist a aktivitu stfevnich bakterii, které jsou prospésné
pro zdravi kojence. Nejlépe rostouci skupina mikroorganismi na oligosacharidech
matefského mléka jsou bifidobakterie (Roberfroid, 2007). Né&kolik in vitro studii bylo
zaméteno na vztah oligosacharidii matefského mléka a bakterii v travicim traktu kojencu.
Zejména na bakterie rodu Bifidobacterium (Asakuma et al., 2011; Sela and Mills, 2010; Sela
et al., 2008, 2012) a Lactobacillus (Schwan et al., 2010; Ward et al., 2006). Za ,,nejlepsiho
spotiebitele” oligosacharidi mezi stievni mikrobiotou je povazovan B. longum subsp.
infantis. Neé&které bifidobakterie na oligosacharidech matefského mléka dobie nerostou,
protoze nemaji dostateCnou enzymatickou vybavu nezbytnou pro utilizaci oligosacharida
(LoCascio et al., 2010).

Oligosacharidy vSak neptlisobi pouze na travici trakt novorozence, ale podili se i na jeho
mentalnim vyvoji. Studie ukazuji, ze predCasné narozené déti, které jsou kojeny matetskym
mlékem, maji v 18 mésicich lepsi vyvojové skore a v 7 — 8 letech vyssi IQ. Vyvoj mozku je
zavisly na obsahu gangliosidi a glykoproteinti. Koncentrace téchto latek se v mozku
dramaticky zvysi pfed narozenim a pér rokli po narozeni. Postmortalni analyza novorozenct
ukazala, Ze koncentrace gangliosidli a glykoproteint je vyrazné vyssi u novorozenct kojenych

matefskym mlékem (Wang, 2009).

3.2.4 Metody izolace a analyza oligosacharidi mateiského mléka

Mateiské mléko je komplexni smési biomolekul s piekryvajicimi se chemickymi, fyzikalnimi
a biochemickymi vlastnostmi. V souc¢asné dob¢ ke studiu kazdé z téchto biomolekul je nutné
tyto molekuly izolovat (Ward et al., 2006; Ninonuevo et al., 2005).

Strukturni rozmanitost oligosacharidii matetského mléka ma plvod Vv odliSnosti umisténi a
typlt vazeb, které jsou formovany stavbou monosacharidi do vétSich molekul. Tato
skutecnost vyzaduje komplexni analytickou strategii pro jejich detailni analyzu. Uvedeni
spektrometrie umoznilo pfesné stanoveni sloZzeni oligosacharidii matefského mléka. Spojeni
separacnich technik jako je LC (kapalinovd chromatografie) a CE (kapilarni elektroforéza)

poskytuje idedlni analyticky nastroj pro pfiblizeni komplexni smési oligosacharidl
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matefského mléka. Slozeni profild oligosacharidi matetského mléka dovoluje rychlé

stanoveni oligosacharidt ptitomnych ve vzorku (Stahl et al., 1994).

Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je pomérné Casto vyuzivand fyzikaln¢ chemicka metoda, ktera
stanovuje hmotnosti molekul a atoma po jejich pfevedeni na ionty. Je Vhodna pro rychlou
analyzu oligosacharidi matefského mléka, ale nemé schopnost rozlisit isometrické struktury.
Proto neni vhodna pro komplexni analyzu (Ninonuevo et al., 2007).

Principem této metody je vykrystalizovani vzorku po smichdni s matrici na MALDI desticce a
jeho nasledné ozafeni pulsnim laserem. M¢éfeni probiha bud’ v linearnim nebo

v reflektonovém modu (Ninonuevo et al., 2007).
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Obr. 5
MAILDI-FTICE-MS spektrum redukovanvch oligosacharidi matefského mlcka pourivajici 2,5-DHB
matriciv pozittviim ionizadnim modu. Vvstupy oligosacharidi matefskeho mleka jsou oznaceny teckou.
(Ninonuevo et al., 2007)

Iontova chromatografie

Iontova chromatografie je analyticka metoda vhodna pro rychlé stanoveni iontt/kationtd ve
smési. Jejim principem je interakce molekul analytu iontové povahy s povrchem stacionarni
faze, ktera obsahuje iontové funk¢ni skupiny, nesouci proti analytu opacny naboj. lontovou
chromatografii 1ze rozd¢lit do dvou skupin podle ndboje analytu na iontovou a kationtovou
(Baldrianova, 2011).

Dulezitou soucasti pro aniontovou analyzu této metody je supresor, ktery snizuje vodivost

pozadi a tim zvySuje citlivost stanoveni. Pro kationtovou analyzu se pouZzivaji mobilni faze na
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bazi vody a silné mineralni kyseliny vétSinou v kombinaci s organickymi kyselinami. V
iontové chromatografii je mozné pouzit rizné staciondrni faze tvofené organickymi a
anorganickymi materidly. Tyto staciondrni faze nesou funkcéni skupiny na bazi iontové
vymény (Baldrianova, 2011).

lontova chromatografie byla vyuzita naptiklad pro separaci 2°- a 3°-fukosyllaktos, 3°- a 6°‘-
sialyllaktos a lakto-N-fukopentos ze vzorkl neutralnich a kyselych oligosacharidii mateiského
mléka (Tab. 7) (Thurl et al., 1997; Finke et al., 1999; Thurl et al., 2010).

Vysokoucéinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC se tfadi mezi nejcastéji pouzivané separacni metody a vynikd vysokou ucinnosti.
Principem této chromatografie je separace analyti na zdkladé jejich distribuce mezi
stacionarni a mobilni fazi, ktera je vzdy kapalna (Ruhaak et al., 2010; Anumula, 2006).

Tato chromatografie je vhodna kuplné nebo caste¢né separaci rdznych isomert
z oligosacharidii matetského mléka (Tab. 7) (Marino et al., 2011).

Chromatograf pracuje tak, ze jsou vzorky davkovany ventilem do mobilni faze. Ta unasi
jednotlivé vzorky na kolonu. Po prichodu separacni kolonou jsou analyty v mobilni fazi
detekovany v pritokové cele detektoru. Métenou veli¢inou je fluorescence. Jako napln kolon
(stacionarni faze) se pouzivaji polarni nemodifikované adsorbenty, nebo napIné¢ s chemicky
vazanymi staciondrnimi fidzemi na silikagelovém nosic¢i. Jako mobilni faze se vétSinou
pouziva voda, organicka rozpoustédla a jejich smési (Anon., 2012; Ruhaak et al., 2010;
Anumula, 2006).

Gelova chromatografie

Principem gelové chromatografie je separace molekul na zakladé molekulové hmotnosti,
velikosti a tvaru molekul. Jako staciondrni faze se pouziva gel v koloné, ptes ktery se velké
molekuly eluuji difive nez malé molekuly (Barr, 1931). Tato metoda byla prakticky vyuzita

V této praci a jeji princip je rozepsan v metodice prace.

V nasledujici tabulce je prehled separacnich metod pouzivanych pro analyzu oligosacharidi

mateiského mléka.
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4 Material a metody

4.1 Izolace oligosacharidii z materského mléka

4.1.1 Piiprava vzorku

Vzorek matefského mléka (100 ml) se centrifugoval pti 4000 rpm po dobu 30 min a teploté
4°C. Poté se ihned odstranila horni vrstva tuku a vzorek se nechal lyofilizovat po dobu 24 h
do sucha. Po vysuSeni se do mléka ptidalo 75 ml 96% cistého ethanolu a smés se nechala
zahustit pod vakuem na objem piiblizn¢ 10 ml. Dale se pridal 96% Cisty ethanol a destilovana
voda v poméru 2 : 1 (v/v), (60 : 30 ml na 100 ml vzorku mléka) a ponechalo se 12 h pii 4°C.
Pfidanim ethanolu dos$lo k vysraZzeni proteind a po nasledné centrifugaci k jejich odstranéni.
Centrifugace probihala pti 4000 rpm po dobu 30 min a teploté 4°C. Po odstiedéni se slila
sm&s oligosacharidd, ethanolu a vody do titracni batniky. Zbylé proteiny se zbytky
oligosacharidi byly rozpustSny v 10 ml destilované vody a opét centrifugovany. Supernatant
byl zahuStén pod vakuem na objem pfiiblizné¢ 8ml. Déle probéhla precipitace smési 96%
Cistého ethanolu, dichlormethanu a destilované vody v poméru 7 : 14 : 10 ml (na 100 ml
vzorku mléka). Poté opét probéhla centrifugace a po odstranéni proteint a dichlormethanu se
smés oligosacharidii odpafila pod vakuem do sucha. Po nasledném rozpusténi se smeés

oligosacharidi aplikovala na kolonu (Obr. 10).

4.1.2 Gelova chromatografie

Gelova permeaéni chromatografie rozdéluje molekuly v zavislosti na jejich molekulové
hmotnosti. K oddéleni molekul se pouziva stacionarni a mobilni faze, kterd unasi molekuly a
na zakladé jejich velikosti prochazeji stacionarni fazi (Obr. 6), vtomto piipadé gelem

(Barr, 1931).

Obr. 6 Schéma separace molekul gelovou chromatografii (Tomandl, 2009)

Tok mobilni faze

elelel0

= Nizkomolekulérni
latky

L

l«— Kolona

- Gelova &astice

O00GL®

.8. Q.
0

Q000

——  Vvsokomolelularni

- latky

i

29



4.1.2.1 Kalibrace a pouziti kolony

Na separaci frakci byla pouzita sklenéna kolona o rozmérech 180 x 1,6 cm a objemu 340 ml.
Byla naplnéna mediem Toyopearl HW-40F (Tosoh Bioscience, Japonsko) (Obr. 12), které
slouzi jako stacionarni faze. Pti plnéni kolony je médium vytemperovano na teplotu 60°C a
aplikuje se v roztoku 1% (v/v) kyseliny octové, kde se necha nasledné usadit. Jako mobilni
faze byla pouzita 1% (v/v) kyselina octova.

Frakce byly rozdélovany po padesati kapkach sbéracem frakci Gilson FC 204 Fraction
Collector (Gilson, Inc., USA). Prvni frakce vychazeji z kolony po 8 hodinach a posledni
piiblizné po 20 hodinach.

Pro stanoveni ¢asu, kdy z kolony vychazi prvni molekuly, se pouziva VOID. Je to roztok Blue
dextranu (Sigma-Aldrich, USA) 5 mg/ml (Obr. 14). Maximalni ¢as prichodu kolonou se
stanovuje pomoci 1M NaCl, ktery je poté stanoven titratné pomoci dusi¢nanu stfibrného

V mnozstvi 7 mg/ml.

4.1.3 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (Thin layer chromatography, TLC) byla vyuzita k naslednému
rozpoznani separovanych molekul. Frakce byly naneseny v mnozstvi 60 ul mikropipetou na
TLC desticku Alugram SIL G/UV2s4 (Macherey-Nagel, Némecko) (Obr. 10). Jako mobilni
faze byla pouzita smés isopropanolu, amoniaku a vody v poméru 5 : 1 : 2. Vyvolani probéhlo
15% smési koncentrované kyseliny sirové v 96% cCistém ethanolu a naslednym zahtatim
horkovzdusnou pistoli Steinel HL 2010 E ( Steinel Inc., Némecko). Frakce byly porovnany se
standardy glukosy a laktosy (Obr. 11).

4.1.4 Stanoveni proteini podle Bradfordové

Tato rychla a pfesna metoda pro stanoveni proteinii se stala preferovanou v mnoha
laboratotich. Principem testu dle Bradfordové je navazani modrého barviva Coomassie
Brilliant Blue G250 na protein, ¢imZ dochazi k posunu absorpéniho maxima z 464 nm na 595
nm. Vzrlst absorbance pfi 595 nm mize byt pouzit jako méfitko koncentrace bilkovin.
K posunu absorpéniho maxima dochazi velmi rychle (2 - 5 min) a vybarveni je stabilni
nejméné jednu hodinu. Aniontova forma barviva, kterd se vaze na protein, se méfi pii
absorbanci 595 nm (Kruger, 1994).

Metoda je vhodnd pro vSechny proteiny, ackoliv pocet vazeb s barvivem mulze byt

proménlivy v zévislosti na obsahu basickych aminokyselin v bilkoving. Je proto diilezité, aby
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standardni roztok bilkoviny mél obdobné slozeni jako testovany vzorek. Pro kazdé stanoveni
je nutné sestrojeni kalibra¢ni ptimky (Horakova et al., 2003).

Frakce obsahujici podle metody TLC oligosacharidy byly podrobeny testu na pfitomnost
proteint dle Bradfordové. MnozZstvi proteint ve frakcich udavala intenzita modrého zbarveni.
Barevna §kala se pohybovala od zelenohnédé az po syté modrou (Obr. 10). Vzorky byly dale
podrobeny méfeni na spektrofotometru Tecan Infinite 200 PRO (Tecan, Svycarsko) pii
absorbanci 595 nm a porovnany se standardy lidského sérového albuminu (Sigma-Aldrich,
USA). Vybrané frakce, které obsahovaly oligosacharidy a protein v mnozstvi men$i nez
1ug/ml, byly lyofilizovany a odeslany na analyzu. Cast z nich byla nasledné pouZita k dal§im

testim na Katedie mikrobiologie, vyzivy a dietetiky.
4.2  Analyza oligosacharidi mateiského mléka

Izolované smési oligosacharidi byly poslany k analyze do Curychu, na institut ,,Food,
Nutrition and Health® ve Svycarsku. Tato analyza probihala na piistroji 1CS-3000 lon
Chromatography system od vyrobce Thermo Scientific Dionex (USA).

4.3 Vyhodnoceni vysledkii

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v programu Statistica 12 (StatSoft Inc., CR).
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5 Vysledky

5.1 Izolace oligosacharidii z mateiského mléka

Oligosacharidy matetského mléka byly izolovany pomoci gelové permea¢ni chromatografie
z celkové 3 vzorki mateiského mléka. U vSech vzorkii rozdélenych pomoci gelové
chromatografie byly identifikovany frakce, které po provedeni tenkovrstvé chromatografie
(Obr. 9) a naslednému testu na pritomnost proteini dle Bradfordové (Obr. 10) obsahovaly
pouze oligosacharidy a proteiny v mnozstvi mensim nez 1 pg/ml, coz je detekcni limit testu

dle Bradfordové. Nasledné byly frakce lyofilizovany a zvazeny.

Tab. 8 Piehled izolovanych vzorku

Vzorek V (ml) Teoretické mnoZstvi Izolované OMM
OMM (mg) (mg)
GRD 125 1500 41
KV 85 1020 30
Smés 120 1440 45

Dle dvouvybérového T-testu jsme zjistili, ze na 5% hladiné vyznamnosti jsme izolovali
z matefského mléka statisticky vyznamné méné oligosacharida (P < 0,002), nez uvadi

odborna literatura (12 — 13 g/I).

5.1.1 Sestrojeni kalibra¢ni primky

Na zéklad¢ zndmé koncentrace a absorbance standardu 1ze sestavit kalibracni pfimku a zjistit
tak, jaka je koncentrace proteinii ve vzorku. Z nasledujiciho grafu jsou patrné koncentrace

proteinli ve vzorku GRG.

Obr. 7 Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni proteinti ve vzorku GRG
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5.2 Kbvalitativni analyza oligosacharidi materského mléka

Izolované oligosacharidy matefského mléka byly podrobeny kvalitativni analyze. Diky ni
muzeme porovnat frakce (F1 — 7) s médiem a zjistit tak, ze kterych slozek se skladaji (Obr. 8).
Seda kiivka piedstavuje médium o znamém sloZeni, podle kterého miZzeme uréit zvolené
frakce. Sipkami jsou znazornéna mista, ktera piedstavuji uréitou slozku.

V médiu jsou znamé tyto slozky: 3-FL/glc/gal (3°-fukosyllaktosa/glukosa/galaktosa); LnNT
(lakto-N-neotetrosa)/laktosa; NANA (kyselina N-acetylneuraminova); 3-SL/6-SL  (3°-
sialyllaktosa/ 6°-sialyllaktosa), které byly pii metodé pouzity jako standardy.

Z analyzovanych slozek frakci byly izolovany a identifikovany 3 druhy oligosacharida
kyselych (NANA, 3-SL, 6-SL) a 2 druhy oligosacharidt neutralnich (3-FL, LnNT), které jsou

vyznacenéiv Tab. 4 ab.

Obr. 8 Vysledna analyza oligosacharidii matefského mléka
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6 Diskuse

6.1 Izolace oligosacharidii materského mléka

Vsechny vzorky, které se vyuzily k separaci oligosacharidi mateiského mléka, oligosacharidy
obsahovaly. K separaci se pouzivala metoda gelové chromatografie, ktera vSak byla ¢asové
velmi narocnd a na mnozstvi ziskanych oligosacharidi neefektivni. I pfes tyto nedostatky je
pracovisté CZU jediné v Ceské republice, které se zabyva izolaci oligosacharidti matefského
mléka. Prestoze byly dodrzeny vSechny postupy, bylo tfeba u vzorkii opakovat separaci na
koloné gelové chromatografie. Vybrané frakce obsahovaly pouze oligosacharidy a nepatrné
mnozstvi proteini (méné nez 1 pg/ml), tedy mnozstvi, které jiz neni schopno detekovat
pomoci testu dle Bradfordové. K vyznamnym ztratam oligosacharidi mohlo dojit pii jejich
separaci, mohly byt nechténé odstranény spolu s proteiny. Na zakladé téchto zjisténi, 1ze

metodu povazovat spise za kvalitativni, nez kvantitativni.
6.2 Kvalitativni analyza materského mléka

Diky analyze oligosacharidi matefského mléka by bylo mozné naptiklad vybrat co
nejvhodnéjsi probiotika na zakladé specifity bifidogenni mikrobioty kojence. V nékterych
studiich bylo zjisténo, Ze n&které kmeny bifidobakterii davaji piednost fukosylovanym
oligosacharidim oproti sialovym a naopak (Locascio et al., 2007).

Lepsi znalost oligosacharidii matefského mléka povede k jejich blizsi specifikaci vyznamu
pro kojence a usnadni tak dalsi rozvoj ve vyrob€ umélé pocatecni vyzivy co nejvice podobné

matefskému mléku (Isailovic at al., 2008).
6.3 Vyuziti analyzy oligosacharidii mateifského mléka v praxi

Oligosacharidy matetského mléka jsou velmi diilezité zejména diky jejich vlivu na kojence a
to hlavné na jeho travici trakt, imunitni systém a v neposledni fad¢ na spravny mentélni vyvoj
(Wang, 2009; Bode et al., 2009).

Jak jiz bylo v praci zminéno, matefské mléko je nejpfirozenéjsi a nejvhodngjsi stravou pro
kojence (McGuire, 2004). Diky svému slozeni, dodava kojenci komplexni pfisun zivin pro
jeho spravny vyvoj a rist. Matetfské mléko je velmi dualezité pro kojence v prvnich tydnech a
mésicich Zivota, kdy jeSté€ neni zcela vyvinut jeho imunitni systém a to zejména pro deti
piedcasné narozené (Bode et al., 2009).

Je dulezité si uvédomit, ze matetskd mléka nejsou vSechna stejna. Jejich slozeni je rozdilné

Vv obdobi laktace a také mezi samotnymi matkami. Velmi zéaleZi na jejich Zivotnim stylu a
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vyzive, ale také na faktorech, které nemohou ovlivnit a jsou geneticky podminéné, jako
naptiklad sekre¢ni skupina (Coppa et al., 2011). A pravé sekre¢ni skupina ovliviluje slozeni a
vyskyt oligosacharidii v mateiském mléce. Matetské mléko mlizeme rozd€lit na ¢tyii skupiny
podle sekretorického a Lewis krevniho systému matky (Se+Le+, Se-Le-, Se+Le-, Se-Le+),
které ovliviuji expresi fukosyltransferasy. Pokud jsou ptitomné oba tyto faktory, v matefském
vyskytuji, coz znamend, Ze jejich mléko obsahuje charakteristické al-2-fukosylové
oligosacharidy, jako jsou fukosyllaktosa nebo lakto-N-fukopentosa (Tab. 4 a 5). Mléko
,nesekretorické* neobsahuje tyto specifické oligosacharidy a kojenci krmeni timto mlékem
jsou nachylnéjsi k priymim zplsobenym virovymi a bakteridlnimi infekcemi (Stahl et al.,
2001; Morrow et al., 2004).

Ovsem ne vSechny matky maji moznost krmit déti, svym vlastnim matefsky mlékem. Existuje
nékolik zpiisobi, jak tuto tekutinu nahradit a doptat tak ditéti vyvazeny pfisun Zivin. A praveé
kvili témto nihrazkdm je dulezité pochopit sloZzeni a vyznam oligosacharidii matetského
mléka, coz ndm umozni lepsi metody izolace a analyzy oligosacharidii. Na zaklad¢ lepsi
detekce a analyzy oligosacharidil je mozné zdokonalovat slozeni umélych vyziv a také mozna
v budoucnosti vybrat v bankach matetskych mlék nejvhodnéjsi a nejvice podobné mléko,
které by kojenec dostal od své matky, pokud by mohl byt kojen.

Miéka z banky jsou mnohem lepsi alternativou, nez mléka um¢la, ale jejich nevyhodou je to,
Ze se ve slozeni mohou od vlastniho mléka matky velmi lisit (Stahl et al., 2001). Tomu by
mohla napomoci analyza oligosacharidi matetského mléka. Na jejim zaklad€é by se mohlo
lépe zjistit slozeni mléka a to by znamenalo pfirozenéjsi vyzivu pro kojence. Zaroven by se
m¢él brat v potaz vék kojence a tomu by mélo odpovidat slozeni mléka z daného obdobi
laktace. To vSechno by v§ak mohlo mit za nasledek zvySeni ceny a vétsi nedostupnost mléka
v bankach. JiZ v dnesni dobé& existuji ¢erné trhy s matefskym mlékem a tato skutecnost by to
jesté vice podpotila (Rothova, 2012; Conley, 2010). Cerny trh s sebou nese spoustu rizik
(Keim et al.,, 2013). Nepasterované nebo Spatné pasterované mléko muze obsahovat
potencialni virdlni a bakterialni patogeny (napt. HIV, CMV apod.) a navic neni znam celkovy
zdravotni stav ,,darkyné* a hygienické podminky, ve kterych bylo mléko skladovano (Conley,
2010).

Banky matefského mléka nejsou pouze ve vyspélych zemich, ale i v zemich rozvojovych.
V roce 1985 byla zaloZena neziskova organizace pro podporu téchto mlé¢nych bank. OvSem
zejména v rozvojovych zemich se musi klast diiraz na oSetfeni a zdravotni nezdvadnost mléka

z divodu vysokého mnozstvi nemocnych zen virem HIV (Jones 2003). Pasterace matefského
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mléka se nepouziva pouze U mlék v mléénych bankach. V rozvojovych zemich se doporucuje
pasterace matkam, které jsou schopny kojit, ale jsou nakazeny virem HIV. Tim se jejich
mléko stava pro kojence neSkodné a je zarovenn mnohem levnéjsi a vhodnéjsi alternativou nez

jsou um¢lé kojenecké vyzivy (De Cock et al., 2000).

[ Zavér

Izolace oligosacharidii matefského mléka probéhla pomoci metody obsahujici nékolik ¢asti:
gelovou permeacni chromatografii, tenkovrstvou chromatografii a nasledny test pro stanoveni
proteinti dle Bradfordové. Diky této metod¢ se podafilo izolovat frakce obsahujici pouze
oligosacharidy s nepatrnym mnozstvim proteini (méné nez 1 pg/ml), coz je mnozstvi, které
test dle Bradfordové neni schopny detekovat. Vzhledem k malému mnozstvi a kvalité
izolovanych oligosacharidll 1ze tuto metodu povazovat za spise kvalitativni, nez kvantitativni.
Vybrané izolované frakce byly poslany ke kvalitativni analyze do Svycarska, kde byly
identifikovany nékteré druhy oligosacharidii matetského mléka.

To, ze je matefské mléko povazovano za nejhodnéjsi vyzivu pro kojence, je i diky pfitomnosti
oligosacharidu. Pfispivaji ke spravnému vyvoji a rustu ditéte a pravé jejich znalost mize
vyznamné prispét k lepSimu vyvoji umélych kojeneckych vyziv. Znadmé sloZeni
oligosacharidi matefského mléka by také mohlo vést ke vhodnému vybéru mlék z mléénych
bank na zaklad¢ specifity bifidogenni populace v travicim traktu kojence.

To vSechno by v budoucnu mohlo pomoci matkam, které nemohou své déti kojit, ale chtéji

mu zajistit v§e potiebné pro jeho zdravy rast.
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8 Prilohy

Obr. 9 Vysledek tenkovrstvé chromatografie (TLC)

standard ghikosa

standard laktosa

Frakce 90 — 144, frakce 103 — 138 obsahuji oligosacharidy. U né&kterych frakci se oblasti
prekryvaji.

Obr. 10 Vysledek testu dle Bradfordové

= O AN DN

Al (standard 1, ¢ = 20 ug/ml), A2 (standard 2, ¢ = 10 ug/ml), A3 (standard 3, ¢ = 5 ug/ml),
A4 (standard 4, ¢ = 2,5 pug/ml), A5 (standard 5, ¢ = 2 ug/ml), A6 (standard 6, ¢ = 1 ug/ml),
AT (standard 7, ¢ = 0,5 pg/ml), A9 (BLANK)

B - D (vzorek OMM &. 1), E - G (vzorek OMM &. 2), H (vzorek OMM &. 3)
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Obr. 11 OMM pied nanesenim na kolonu Obr. 12 Medium Toyopearl HW-40F
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Obr. 14 Naneseny Blue dextran a méfeni VOIDU
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