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Vliv slozek mléka na expresi MUC- 2 u Caco-2 bunék a
HT29-MTX bunék

Souhrn

Konzumace mléka a mlécnych vyrobki je opakované v lidovém povédomi davana do
souvislosti se zahleiovanim. Hlen je smés glykoproteinli, mucinil a jinych latek vytvarenych
specializovanymi slizni€nimi buitkami. Ma ochranny vliv na jeho sloZeni a mira exprese miize
mit Siroké souvislosti. Napftiklad v travicim traktu je hlen poskytovatelem vazebnych mist pro
komensalni a symbiotickou mikrofloru, substratem, ochrannou vrstvou nebo signalni latkou.
Produkce a slozeni mucinu je velmi obtizné studovat in vivo, zejména pak u lidi. Z tohoto
davodu jsou Siroce uplatiovany modely umoziujici nékteré tyto vztahy simulovat. Cilem
prace bylo zjistit, nakolik mize ptfidani mléka zvysit produkci a expresi mucinu (MUC2)
v modelu lidského tenkého stfeva zaloZeného na liniiich nddorovych bunék Caco-2 a HT29-
MTX.

V in vitro smésném modelu nddorovych bunck Caco-2 a HT29-MTX narostlych
v souvislé vrstvé na polystyrenovém podkladu byl studovéan efekt ptidavku hydrolyzovaného
mléka vici kontrole a byla stanovena exprese genu pro MUC-2 spomoci RT-PCR
a komer¢né dostupnych primert. Pied vlastnim experimentem byly vybrany vhodné netoxické
koncentrace mlééného hydrolyzatu na zékladé stanoveni cytotoxicity (ICsg) za pouziti MTT
testu na Caco-2, HT29-MTX bunkach a ko-kulture Caco-2/HT29-MTX.

Z experimentu je ziejmé, Ze po aplikaci hydrolyzatu kravského mléka se exkrece
MUC-2 zvétsila témér tfikrat oproti normalnimu fyziologickému stavu. MUC-3 se vylucoval
4,5krat vice nez je normalni fyziologicky stav bez kontaktu s mlékem. Nejméné ze vSech
zkoumanych mucinti se vylu¢oval MUC-13, kdy se jeho exkrece zvysila dvakrat oproti
normalnimu fyziologickému stavu. Naproti tomu nejveét§i zaznamenané vyluCovani mél
MUC-17, ktery se vyloucil az Skrat vice oproti normalnimu fyziologickému stavu.

Predpoklddana hypotéza, ze pritomnost mléka ajeho slozek v modelu zvySuje
expresi a sekreci mucinu MUC-2, byla provedenym experimentem potvrzena. Vysledky
analyzy qRT-PCR pro ¢tyfi rizné geny mucinu (MUC2, MUC3, MUC13 a MUC17) ukazuji,
ze po kontaktu bun¢k s hydrolyzatem mléka se exkrece mucini prokazatelné zvysila a to az

nekolikrat oproti béznému fyziologickému stavu.

Klicova slova: mucin, exprese, mléko, zahlefiovani, hlen, MUC-2



Effect of milk components on MUC-2 expression in Caco-2
and HT29-MTX cells

Summary

Milk consumption of milk and dairy products has often in folk awareness been linked
to mucus production. Mucus is a mixture of glycoproteins, mucins and other substances
produced by specialized mucosal cells. It has a protective effect and its composition and
degree of expression may have a wide context. For example, in the digestive tract mucus
provides binding sites for commensal and symbiotic microbiota, the substrate, protective layer
or the signal substance. It is very difficult to study production and composition of mucin in
vivo, especially in humans. For this reason, there are widely applied models to stimulate some
of these relationships. The aim of this thesis was to find whether adding of milk may increase
the production and expression of mucin (MUC-2) in intestinal human model based on a
cancer cell lines Caco-2 and HT29-MTX.

In in vitro mixture model of tumor cells Caco-2 and HT29-MTX grown in a layer of
the PS was studied the effect of the addition of hydrolyzed milk compared to the control and
was determined the gene expression for MUC-2 by using the qPCR and commercially
available primers. Prior the experiment, appropriate concentrations of milk hydrolysate were
selected based on cytotoxicity screening (ICsp) by using the MTT assay on Caco-2, HT29-
MTX cells, and co-culture of Caco-2/HT29-MTX.

From the experiment is evident that after the application of cow's milk hydrolysate the
excretion of MUC-2 increased three times more than the normal physiological state. Mucin-3
was secreted 4.5 times more than the normal physiological state without contact with the
milk. From of all tested mucin was the excreted at least the MUC-13, when the excretion
increased 2 times from the normal physiological condition. In contrast, the largest excretion
had MUC-17, which increased 5 times more than the normal physiological state.

Hypothesis was carried out, the presence of milk and its components in the model
increases the expression and secretion of mucin MUC-2, an experiment confirmed. Analysis
results of qRT-PCR in four different genes mucin (MUC2, MUC3, MUC13 and MUC17)
show that after contacting the cells with the hydrolyzate of milk mucins excretion
demonstrably increased up several times compared to the normal physiological condition.

Keywords: mucin, expression, milk, mucus production, mucus, MUC-2
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2 Uvod

Zejména v posledni dobé se mléko dostalo do rozsahlych diskuzi ohledn¢ jeho G¢inkt
na organismus. Matefské mléko je prvni s ¢im se nase télo setkd jako s potravou. Ale je nutna
nasledna konzumace i kravského mléka? Touto problematikou se zabyva ¢im dal tim vice lidi
zvlasté pro to, zZe vétSina z nich ma v povédomi, Ze mléko zahlenuje. Kofeny této hypotézy
sahaji hluboko do nasi historie a to témét az do 12. stoleti, kdy se poprveé spojila problematika
zahleniovani, dychacich obtiZi a konzumace mléka. Tuto teorii podporuje 1 tradi¢ni Cinska
medicina, kterd fadi mléko do hlen-tvofivych potravin a tudiz se doporucuje mléku spise
vyhybat. Vyvratit nebo potvrdit tuto hypotézu neni jednoduché a nelze to zcela jednoznacné.
Existuje mnoho rtiznych nézort a studii, které ji jak potvrzuji tak i vyvraceji.

Hlen je hustd télni tekutina vyluCovand sliznicemi. Je to pfirozena soucdst nasSeho
organismu, kterda ma dilezitou ulohu zvlhCovat a chrénit travici, dychaci 1 rozmnozovaci
soustavu v téle. Hlen je po chemické strance koloidni smés, kterd obsahuje mucin,
anorganické soli a dale v malém mnoZstvi imunoglobuliny a antiseptické enzymy napf.
lysozym. Muciny pusobi jako ochranna bariéra proti rliznym neptiznivym vliviim, travicim

Stavam a inhibuji vazbu bakterii a usnadiiuji luminalni motilitu.



3 Cil prace

Cilem préace je zjistit, nakolik muze ptfidani mléka zvysit produkei a expresi mucinu
MUC-2 v modelu normalniho lidského tenkého stieva zalozené¢ho na bunécnych nadorovych

liniiich Caco-2 a HT29-MTX.
3.1 Hypotéza

Hypotézou je, Ze pritomnost mléka a jeho sloZzek v modelu zvySuje expresi a sekreci

mucinu MUC-2.



4 Literarni reSerse

4.1 Mleko ve vyziveé

Sav¢i mléko je prvni potravou, s kterou se setkame, a jako takova dodéva veskerou
energii a ziviny potfebné k zajisténi fadnému ristu a vyvoji v poporodnim obdobi.
Konzumace mléka obecné kon¢i v dobé odstavu, s vyjimkou cloveka, ten pije mleko i v
dospélosti. Mlécné vyrobky jsou obecné povazovany za vyvazené a vyzivné potraviny, jsou
Casto zahrnuty jako dulezita soucast zdravé vyzivy. Mléko je nepochybné vSudyptitomnou
potravinou v lidské stravé, a je predmétem nékolika zdravotnich diskusi. Sdruzeni o spotiebé
mléka a zdravé vyzivy zatadilo mléko do doporucenych potravin. Nutri¢ni bohatstvi mléka je
nezpochybnitelné, je dobrym zdrojem hodnotnych proteinti s vysokou biologickou roli a
dilezitymi vitaminy a esencialnimi mineraly. Pfes nékteré nedavné hypotézy o moznych
pejorativnich c¢incich mléka, zistavd nadale hojné konzumovanou potravinou. Nelze

jednoznaéné zhodnotit, zda je mléko jen zdravé anebo i nasemu organismu miize Skodit.

4.1.1 Slozeni mléka

Termin mléko by se mél vztahovat pouze na kravské mléko produkované zdravymi
zvitaty (Godden, 2008).

Chemické slozeni mléka mize byt ovlivnéno nékolika faktory, jako je Zivoc€isny druh
a genetika, zivotni prostfedi, lakta¢ni faze a nutri¢ni stav (Caroli et al., 2009; Kalac and
Samkova, 2010).

Primérné se kravské mléko sklada z 87 % z vody, 4 az 5 % z laktozy, 3 % z
bilkovin, 3 az 4 % z tuku, 0,8 % z mineralnich latek a 0,1 % z vitamint (Haug et al., 2007;
Lindmark et al., 2003).



4.1.1.1 Mlé&né proteiny

MIéko se v lidské stravé povazuje za dilezity zdroj bilkovin, dodé pfiblizné 32 g
proteini/l. Proteiny mléka mohou byt rozdéleny na rozpustné a nerozpustné. Rozpustné
proteiny, syrovatkové bilkoviny, ptedstavuji 20 % z mlécnych proteinti, zatimco nerozpustné,
kaseiny, predstavuji 80 % (Haug et al., 2007; Severin et Wenshui, 2005). Oba jsou
klasifikovany jako vysoce kvalitni bilkoviny. Ve skuteCnosti jsou mlécné proteiny cCasto
povazovany za nejlepsi zdroj bilkovin s ohledem na esencidlni aminokyselinové skore
(Shaafsma, 2000; Boye et al., 2012).

K vysoce kvalitni a biologické hodnoté¢ mlécnych bilkovin se prokéazalo vice
biologickych roli a to u n€kolika bioaktivnich peptidu, které vznikaji z enzymatické hydrolyzy
bilkovin. Tyto hlavni biologické funkce zahrnuji antibakterialni, antivirové, protiplisiiové,
antioxidacni, antihypertenzivni, antimikrobialni, antitrombotické, opioidni a imunomodula¢ni

role, kromé zlepSeni vsttebavani dalSich zivin (Mills et al., 2011).

Funk¢ni vyznam syrovatkovych bilkovin

Rozpustné proteiny obsahuji nésledujici bilkoviny: B-laktoglobulin, a-laktalbumin,
imunoglobuliny (IgG), sérovy albumin, laktoferin, laktoperoxiddzu, lysozym, protedzy-
peptonu a transferin (Severin and Wenshui, 2005). Laktoferin, laktoperoxiddza a lysozym
maji dilleZitou antimikrobialni funkci (Jenssen and Hancock, 2009; Min et al., 2005). Ukéazalo
se, ze laktoferin spolu s B-laktoglobulinem a lactoalbuminem potlacujici rozvoj nadorového

onemocnéni (Parodi, 2007).

Funk¢énti role kaseinu

Hlavni vyznam kaseinil je jejich funkce jako nosice a to pfedevSim pro vapnik a
fosfor. Transportem vapniku a fosforu se tvoti koagulat a tim se zlepsi jejich stravitelnost v
zaludku (Holt et al., 2013). Kaseinové bilkoviny se dale dé€li na tfi typy a-, b- a c-. Nejb&zné;si
proteiny kravského mléka jsou B-kasein Al a B-kasein A2. Mléka s vysokym obsahem -
kaseinu Al se oznacuje jako "A1 mléko", zatimco mléko s vysokym obsahem B-kaseinu A2

se nazyva "A2 mléko."



Experimentalni studie ukazala, Ze nékteré peptidy zasahuji do gastrointestinalniho
(GI) traktu a iniciuji vyrobu mucinu, ¢imz se zabranuje pfilnuti patogent na stfevni povrch,
coz ovliviyje sttevni pohyblivost, kterd mize mit mimo jiné roli pfi regulaci hmotnosti (De

Noni and Cattaneo, 2010).

4.1.1.2 Vitaminy a mineraly

Véapnik je v mléce pfirozen¢ piitomen jako makroprvek ve vyS$§im mnoZstvi.
Primérnd koncentrace vapniku je 1200 mg/l mléka, kterd se rozd€luje mezi micelarni a
vodnou fazi. Kromé vapniku je mléko také dobrym zdrojem fosforu, ktery je pfitomen v
organické a anorganické formé¢. Primérna koncentrace fosforu v mléce je asi 950 mg/l
(Gaucheron, 2011). I kdyz to neni tak zna¢né, lze v mléce nalézt také hoicik, v jednom litru
mlécného materidlu je 120 mg hoic¢iku, coz odpovida 29 % doporucené denni davky pro tento
mineral (Insel et al., 2003). Mléko je také dobrym zdrojem stopovych prvki, jako je zinek a
selen. Primérné mineralni slozeni mléka je uvedeno v tabulce 1.

MIéko obsahuje vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E) a ve vodé rozpustné vitaminy
(B komplex a vitamin C) (Haug et al., 2007, Gaucheron, 2011). V né¢kterych zemich je
odstfedéné mléko obohacené o vitaminy A a D kvili ztrdtdm po odtucnéni. Piestoze je
celosveétoveé mléko povazovano za dobry zdroj vitaminu D, neni v ném obsaZen v piiliSném

mnoZzstvi, s vyjimkou mléka, které je o n€j obohaceno.

Mnozstviv 1

Miner4l [mg/100 g] [%] DDD
Salku [244 g]

Vapnik 119-124 297,5-310 37-40

Fosfor 93-101 232,5-252.5 16-32

Horeik 11-14 27,5-35 8-10

Draslik 151-166 377,5-415 8-9

Zinek 0,4-0,6 1-1,5 9-14

Tabulka 1 Prumérné slozeni mineralu mléka.



4.1.2 Nezéadouci reakce organismu na konzumaci mléka

Po konzumaci mléka se mohou u nékterych lidi objevit nezaddouci Gcinky. Tyka se to
jedinct trpicich takzvanou laktézovou intoleranci, coz pro né znamena, Ze by se méli alesponi
caste¢né vyhybat mléénym vyrobkiim anebo konzumovat vyrobky se zbytkovym obsahem
laktozy jako je jogurt nebo syr. DalSi moZzné nezddouci reakce zplisobuje alergie na mlénou
bilkovinu. U tohoto typu alergie je nutné se kompletné¢ vyhybat vSem vyrobkiim z mléka

véetné mléka samotného.

4.1.2.1Intolerance laktdzy

Lakt6éza je hlavni sacharid pfitomny v mléce. Jednd se o disacharid slozeny z
glukozy a galaktozy. Ta miize byt piitomna ve dvou isomernich formdach, alfa (a) a beta (B).
Laktoza se hydrolyzuje B-galaktosiddazou zndmou jako laktdza (Schaafsma, 2008). Tento
enzym je spojen se sliznici tenkého stifeva, poté co probéhne hydrolyza laktozy, glukozy a
galaktdzy je absorbovan a dopraven do jater, kde je galaktoza pfeménéna na glukozu (Lomer
et al., 2008). U savct se aktivita B-galaktosidazy vyrazné snizuje po odstavu.

Intolerance laktézy zpusobuje n€kolik GI symptomti vyvolanych laktézou a
cukernou fermentaci v tlustém stfevé, jsou to biisni kiece a nadymadni, plynatost, prijjem,
nevolnost a zvraceni. V pribcéhu fermentace je vytvoreno nékolik sloucenin, jako jsou mastné
kyseliny s kratkym fetézcem, methan a oxid uhlicity, které také mohou mit vliv na stfevni
motilitu, zpiisobovat zdcpu a zvySovat vnitini tlak stfev (Berkey et al., 2009).

Mnozstvi laktdzy, ktera miize zplsobit tyto pfiznaky, je znaéné individuelni, zalezi
na stupni deficitu [B-galaktosiddzy. Naproti klasickych pfiznaki laktézové intolerance,
nedostatek P-galaktosidazy miize zplsobit vazné metabolické nasledky a to v piipade, ze
lakt6zo-netolerantni jedinci budou i nadale ptijimat zvySené davky laktozy (Schaafsma, 2008)

Pted nékolika lety bylo jedinou moznosti lécby laktézové intolerance zamezeni
pifijmu produktl s laktézou. Nicméné, nékteré studie naznacuji, Ze jedinci se sniZenou
hladinou B-galaktosidazy mohou spotiebovat az 11 g laktézy denné bez nezadoucich piiznaki
(Kallioméki et al., 2010). Stfevni bakterie mohou pfispét svou metabolickou aktivitou na
zlepSeni tolerance laktozy (He et al., 2008), takze konzumace mléénych bakterii nebo

specifickych probiotik mtze toleranci zlepsit (Kallioméki et al., 2010).



4.1.2.2 Alergie na mlé¢nou bilkovinu

Alergie na protein kravského mléka je obvykle prvni potravinovou alergii u déti a jeji
prevalence se pohybuje v rozmezi 2 az 7,5 % (Caffarelli et al., 2010). Mize byt
charakterizovana jako imunologicky zprostiedkovand nezadouci reakce na kravské mlécné
bilkoviny, vétSinou je tato alergie vyvinuta v novorozeneckém obdobi nebo béhem prvnich let
zivota. Bezprosttedni reakce jsou anafylaxe, koZni reakce s koptivkou, otok, respiracni potizZe,
GI tisent v€etné zvraceni, prijmu a krvavé stolice (Fiocchi et al., 2010). Podobné reakce jsou i
ty s pozdnim nastupem. Tyto opozdéné reakce se mohou projevit od jedné hodiny do n¢kolika
dni po poziti kravského mléka. NejCastéji se jednd o alergie na syrovatkové bilkoviny,

piedevsim B-laktoglobulin, ale mtze byt také podporovana kaseiny (Caftarelli et al., 2010).

4.1.2.3 Galaktozemie

Galaktozemie je metabolickd porucha, kterd miize byt 1 dédicna vzhledem k
nedostatku galaktdzy-1-fosfat-uridyltransferazy. Galaktoza-1-fostat se zvySuje v krvi a
hromadi se v tkanich jako naptiklad v centralni nervové soustavé, o€ich, jatrech, ledvinach a
erytrocytech (Bosch, 2006).

Klinicky obraz galaktozemie je variabilni v riznych populacich. Pii klasické
galaktozémii jsou jiZ v prvni den novorozence, kdy za¢ne konzumovat mléko, viditelné potize
pfi krmeni, Zloutenka, letargie a hepatomegalie (Suzuki et al., 2001). Pokud neni vazna
galaktozémie 1écCena, je doprovazena fatalni poruchou funkce jater a ledvin u novorozenct a
malych déti. D4 se tomu zabranit vylou¢enim galaktézy v dieté. Navzdory celozivotni dieté
dochazi u vétSiny pacientii k opozdénému vyvoji a zpomalenému rastu. Hlavnimi zasadami
pii fizeni vSech typt galaktozémie je odstranéni vSech zdroji galaktézy z diety a pokud je to
mozné zejména u kojenct a malych déti vyloucit i matetské mléko. Dietni opatieni se zaCinaji
bezlaktozovou pocatecni a naslednou kojeneckou détskou vyzivou s obsahem laktdézy < 10
mg/100 kcal. U starSich kojencii, déti 1 dospélych se ze stravy musi vyloucit, resp. omezit,
potraviny obsahujici mléko nebo laktozu tak, aby denni piijem laktézy neptesdhl 25 mg/100
kcal. Piesna hranice pro piijem galaktozy/laktdzy, pod kterou se neobjevuji nezddouci ucinky,
nemuze byt stanovena. Pro pacienty s galaktozémii, bez ohledu na zbytkovy obsah laktézy,
nejsou vhodné mlécné néapoje, ve kterych je laktoza ¢asteCné enzymaticky hydrolyzovana na

glukozu a galaktozu, a ze které neni galaktoza odstranéna (Suzuki et al., 2001).
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4.1.3 Mléko a zdravi

Studie tykajici se konzumace mléka prokéazaly kontroverzni a komplexni vlivy na
lidské zdravi. Je diilezité si uvédomit, Ze lidé jsou jedini savci, ktefi jako dospéli konzumuji
mléko dal po odstavu, coz vyvolava neékteré otazky, zda tento zvyk je dobré déale podporovat.
Neékteré studie podporuji konzumaci mléka a mlénych vyrobki (Rice et al., 2013), kdezto
jiné ji spojuji se zvySenym rizikem nékolika zadpadnich onemocnéni, jako je diabetes, CVD

(kardiovaskuldrni onemocnéni) a rakoviny (Melnik, 2009).

4.1.3.1 Spotfeba mléka a kardiovaskularni onemocnéni

MIéko je komplexni potravina, a proto je mozné najit jak komponenty, které vyvijeji
ochranné ulinky na kardiovaskularni zdravi, tak ty, které mohou mit vlivy pejorativni.
Hlavnim problémem pii odkazovani na mozny negativni vliv mléka na srde€ni onemocnéni je
obsah nasycenych tukli v mléce, které predstavuji 70 % celkového mléEného tuku. Nadmérna
konzumace nasycenych tukt byla v minulosti spojena se zvySenym rizikem CVD (Melnik,
2009).

Nicméné tii hlavni SFA (nasycené mastné kyseliny), které jsou ptitomny v lipidech
mléka, maji zcela odlisné metabolické u¢inky na hladinu lipidd v krvi, coz mize mit
komplexni pozitivni u¢inek na kardiovaskularni zdravi (Rice et al., 2013). Dalsi slozky mléka,
jako jsou mineraly (vapnik, hoi¢ik a draslik), mohou také ovlivnit kardiovaskuldrni zdravi.

Ve skutecnosti jsou mlécné vyrobky casto prezentovany jako vyznamné dietni
soudasti, jsou povazovany za zdravé a kardioprotektivni. Siroce znama a uplatiiovana 1é&ba
hypertenze a prevence je Dietni pfistup k Stop Hypertenze (DASH). DASH doporucuje denni

konzumaci nizkotu¢ného mléka a dalSich mlé¢nych vyrobki (Bazzano et al., 2013).

4.1.3.2 Spotieba mléka a rakovina

Neni zcela jasné, zda zvySena spotieba mléka zvySuje nebo snizuje riziko rakoviny.
Rakovina je komplexni a multifaktoridlni onemocnéni, neni tedy mozné jednoznacné prokazat

ucinek jedné potraviny anebo ziviny na jeji ptivod anebo rozvoj. Umirnéna konzumace
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mlécnych vyrobki byla doporuCena jako zdravd a byla navrzena jako Cast ochranného
dietniho vzorce pro prevenci chronickych onemocnéni, véetné rakoviny (Rice et al., 2013).
Oproti tomu kontrolované a case-control studie ukazaly jen velmi malé nebo zadné
vlivy umirnéné konzumace mléka na kolorektalni karcinom, na rakovinu prsu, rakovinu
prostaty a mocového méchyie (Aune et al., 2012).
Pejorativni vlivy spotfeby mléka na vznik rakoviny jsou nejCastéji piipisovany
pfitomnosti inzulinu podobnému ristovému faktoru (IGF) -1, a na druhé stran¢ obsahu tuku

(Aune et al., 2012).

4.1.3.3 Vliv spotieby mléka v pfibyvani na vaze, obezita diabetes 2. typu

Nékolik epidemiologickych studii fesilo mozny vliv spotfeby mléka na riziko vzniku
diabetu 2. typu. Vysledky ziskané nejdelsi kohortovou studii ukazaly, ze vyssi pfijem mléka
byl spojen se snizenim relativniho rizika vzniku diabetu, toto bylo potvrzeno 1 posledni
metaanalyzou. Paraleln¢€ nékteré hypotézy navrhovali, Ze syrovatkové proteiny mohou pisobit
na glykémii a inzulinové reakce stejné jako ve fazi sytosti, coz by pomohlo snizit nadmérny

pfijem potravy a tim zabranit ptibyvani na vaze (Elwood et al., 2007).

4.1.3.4 Spotieba mléka a prevence osteopordzy

Nejcastéji poukazovanym piiznivym ucinkem mléka je obsah vapniku a jeho vliv na
zdravi kosti. Nizka kostni hmotnost je hlavnim rizikovym faktorem pro vznik osteoporozy a
je znamo, Ze kostni hmota v pozdé&jSim véku klesa, vrcholu kostni hmoty dosdhneme bé¢hem
rustu. Spotfeba mléka byla spojovana s vyssi hustotou kosti, coz ptisobi jako ochranny faktor.
Nicméné spojit spotifebu mléka a osteoporézu neni Upln€ jednoduché. Osteopordza je
komplexni a multifaktoridlni onemocnéni. Srovndni kostniho zdravi Evropant a Asiatii neni
zcela jednoznacné, vzhledem k zcela jinému Zivotnimu stylu, v Asijskych zemich maji jiné

stravovaci navyky a 1 vice pohybu, ktery osteopordzu ovliviiuje (Kopf-Bolanz et al., 2012).
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4.2 Hlen a muciny

Lidskeé stievo se sklada ze dvou hlavnich typti bunék, z absorp¢nich bunék a z bunck
uzavienych, které jsou stejn¢ jako poharkové buinky odpovédné za vylucovéani ochranné
vrstvy hlenu (Laparra and Sanz, 2009). Hlen je velmi dualezity pro ochranu
gastrointestindlniho traktu, tento fakt je zfejmy uz del§i dobu, nicméné zdjem o hlubsi
porozumnéni organizace hlenu a jeho hlavni slozky se zacal objevovat teprve nedavno.
Hlavnimi stavebnimi kameny hlenu jsou muciny, to jsou velké, vysoce glykosylované
proteiny (Hollingsworth and Swanson, 2004; Hattrup and Gendler, 2008; Johanson and
Hansson, 2011). Typicky jsou tyto muciny tvofeny z vice nez 80 % sacharidy a ty jsou
soustiedény do mucinovych domén (Lang et al., 2007). Tyto domény jsou postaveny na
bilkovinné jadro, které je bohaté na aminokyseliny prolin, serin a threonin (tzv. PTS
sekvenci). Tyto sekvence jsou casto nazyvané VNTRs (variabilni pocet tandemovych
opakovani), sekvence aminokyselin jsou ¢asto opakovany v tandemu, 1 kdyz to tak neni vzdy.

PTS sekvence mohou byt velmi dlouhé, napiiklad nejvétsi je v MUC2 mucinu asi
2300 aminokyselin (Gum et al., 2007). Hydroxylova skupina aminokyselin threoninu a serinu
se stavd mistem pro pfipojeni N-acetylgalaktosamin (GalNAc), ktery se pfipojuje do Golgiho
aparatu. Peptidyl-GalNAc transferaza je jedinecna pro kazdy orgén a bunécny typ (Bennett et
al., 2012). Zbytky GalNA jsou pak rozSifeny a rozvétveny glykosyltransferazami,
generovanymi komplexnimi smési glykanovych epitopti (Jensen et al., 2010). Jakmile je tato
glykosylace dokoncena na konci Golgiho aparatu se mucin domény rozsiii do dlouhych tyci.
Odhaduje se, ze 2300 aminokyselin tlust¢ domény MUC2 mucinu tvoii asi 0,45 um dlouhé
tyCe (Ambort et al., 2012). Tyto dlouhé tuhé tyce jsou tak husté pokryty glykany, Ze jejich
proteinové jadro je zcela chranéno pred degradaci protedzami. Mucinové glykanové domény
vazou velké mnozstvi vody, a tim vytvari vétSinu z typickych gelovitych vlastnosti mucini

(Jensen et al., 2010).

4.2.1 Slozeni hlenu

Organizace systému hlenu se 1i$i vyrazné v celém travicim traktu. V tstech produkuji
slinné zlazy MUCS5B a MUCT7, které promazavaji spolknutou potravu kviili snadnéjSimu
prichodu jicnem. Zaludek ma dvé vrstvy hlenu, které se skladaji z vnitini vrstvy (pfipojeny

hlen) a vn&jsi volné vrstvy hlenu (nepfipojeny) (Atuma et al., 2011). Zlazy v zaludku a
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dvanactniku vylucuji gelotvorny mucin MUC6. Tenké stfevo md, narozdil od zaludku a
tlust¢ho stfeva, jen jeden typ povrchového hlenu slozeného z MUC2. Tento hlen je
nepfipojeny a snadno odlucitelny (Gum et al., 1994). V tlustém stieve se tvoii opét dve vrstvy
hlenu, vnitini husta a pfipojena vrstva hlenu a vnéjs$i volna neptipojena vrstva hlenu. MUC2

se chova odlisn¢ v tenkém stieve 1 v tlustém stieveé (Weiss et al., 1996).

4.2.1.1 Zaludek: hlen a kyselina chlorovodikova

Jako u tlustého stfeva ma zaludek dvé vrstvy hlenu (Atuma et al., 2011). Vnitini vrstva
hlenu tvofena MUCSAC pusobi jako difuzni bariéra pro kyselinu chlorovodikovou. Kyselina
chlorovodikova se vyrabi ve zldzach a je vyluCovan spolu s MUC6 a pepsinem. Je zajimave,
ze tyto zlazové sekrety jsou schopny piekrocit povrch vnitini vrstvy slizu skrze to, co vypada
jako docasné kanalky (Johanson et al., 2011). Tyto kanaly jsou néasledné okamzité uzavieny,
ale zanechavaji otisk v povrchovém hlenu. Jak zlazy mohou odolat velmi vysoké koncentraci
protonit (pH 1-2) neni znamo, ale je pravdépodobné, Ze MUC6 v tom hraje velkou roli

(Phillipson et al., 2008).

4.2.1.2 Tenké stievo: hlen a sekrece

V tenkém stfeve je volna nepfipojend vrstva hlenu. Jako u tlustého stieva je tato vrstva
tvofena MUC2, hlenova vrstva tenkého stieva ma podobné vlastnosti jako vnéjsi vrstva hlenu
tlustého stteva. I kdyz jde o stejny mucin chovaji se odlisné (Phillipson et al., 2008).

Tenké stfevo obvykle omezuje bakteridlni expozici. Aby se minimalizovalo riziko
kontaktu mezi virulentnimi bakteriemi a epitelem, hlen tenkého stieva obsahuje vysoké
koncentrace antibakteridlnich peptidit a proteinti sekretovanych jako Panethovy bunky a
enterocyty (Phillipson et al., 2008). Tyto antibakterialni latky zabiji nebo zachycuji bakterie, a
tim zajist'uji, Ze se epitelové bunky nedostanou do kontaktu s bakteriemi (Vaishnava et al.,
2011). Vrstva hlenu je dualezitou soucasti ochrany proti bakteridlnimu napadeni, nebot
omezuje difuzi a vytvari gradient antibakteridlnich latek. Panethovy buiiky ve spodni ¢asti
krypt vylu€uji nejen antibakterialni peptidy a lysozym, ale 1 proteiny jako je naptiklad MUC2
a DMBT1 (DMBT1 v zhoubnych mozkovych nadorech je gen koédujici protein). (Johansson
and Hansson, 2011). Kombinovana sekrece mucint a tekutin z krypty zajiStuje, Ze tento

prostor normalné zlstava sterilni.
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Muciny plsobi jako ochrannd bariéra proti riznym neptiznivym vliviim, travicim
Stavam a inhibuji vazbu bakteriii a usnadiiuji luminalni motilitu (Boegh and Nielsen, 2015).
Prvni linii obrany proti mikrobialnimu napadeni v travicim traktu je vylucovani glykanti do
vrstvy slizu. Pod vrstvou slizu je druhd bezpecnostni bariéra, kterou vytvaii vrstva hlenu
vazana na GI epitel a tvofici nepretrzitou gelovou matrici slozenou predevsim z komplexnich
glykoproteinii (Kavanaugh et al., 2015). Muciny chrani epitelové bunky proti napadeni
mikrobidlnimi patogeny tim, Ze zamezi jejich pfistup pomoci jednoduhé sterické zabrany
(fyzikéalné-chemicka bariéra) anebo prostiednictvim specifickych interakei (Dai et al., 2000).
Muciny tentého stfeva inhibuji virovou replikaci (Yolken et al., 1994), coZ mlze omezit miru

onemocnéni a rychlost vylu€ovani virovych patogenti do sttevniho traktu (Mack et al., 2003).

rd
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Obrazek 1 Schematické zobrazeni rozlozeni hlenu ve stievech.

Na obrazku 1 je uvedeno schématické znazornéni mucini v travicim traktu. Cervené
teCky ilustruji bakterie ve vn&j$i vrstvé hlenu tlustého stieva. Geny kodujici hlenotvorné
muciny jsou znazornény zelené v pohdrkovych bunkach v riznych Castech stieva. Vnéjsi
volna vrstva hlenu je oznaCena pismenem O, vnitini rozvrstvené, pevné piipojend vrstva
hlenu je znacena pismenem S. Tloustka hlenu a délka klki, kterd se méni podél délky streva,
neni na obrdzku znazornéna (Johansson et al., 2008).

Na obréazku 2 je znazornéna struktura dvou tfid mucinti, vyluované a membranové,
kterych bylo identifikovano devatenact. Pro ob¢ tfidy mucinid je charakteristickd ptitomnost
tandemovych opakovani (TRS) aminokyselin v jejich proteinové ¢asti, které se mohou lisit co
do poctu (n) mezi jednotlivymi muciny. Tandemové repetice jsou bohaté na serin a threonin,

coz jsou mista O-glykosylované (YYY, v tmavé rizové). Az 80 % z hmotnosti mucinli
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mohou tvofit O-glykany. Muciny gelotvorné jsou nejvét§imi proteiny v téle, maji nékolik D
domén (D1, D2, a tak dale) a na cystein bohatych domén (Cys, CK). Tyto domény D
umoziuji homomultimerizaci jednotlivych molekul gelotvornych mucint, kterd umoZiiuje
polymeraci za vzniku viskdzniho gelu. Muciny spojené s membranou maji jednu doménu tzv.

membranu pieklenujici (TM) a kratky cytoplazmaticky konec (CT) (Johansson et al., 2008).

19 i y
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s Extracelularni domény jsou rozptylené

Obrazek 2. Struktura dvou tfid mucinu

4.2.1.3SloZzeni mucinu

Studie prokdzaly, ze ob¢ hlenové vrstvy (vnitini i vnéjs$i) maji t€émét shodné
proteinové profily. Gelotvorny mucin MUC2 je hlavni slozkou hlenu. Dal§i komponenty
hlenu jsou slozeny z antiseptickych enzymt (lysosom), imunoglobulinti, anorganickych soli,

proteint (laktoferin) a glykoproteinli znamych jako muciny (Johansson et al., 2008).
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4.2.2 Organizace hlenové vrstvy

Ve stifevni vrstvé hlenu je nejlépe popsan MUC2 mucin tlustého stteva. Tento mucin
je sloZzen z monomeri a ma hmotnost asi 2,5 MDa, z nichZ 20 % tvofi proteinové jadro a
zbytek je tvofen glykany. Monomery jsou kovalentné vzajemné propojeny, jak v dimery v C-
koncich a jako trimery v jejich N-koncich, tvofi velkou sitovitou strukturu (Lidell et al.,
2003). Pred vypusSténim do stfevniho lumenu je MUC2 uloZzen v poharkovych bunkéch
granule a je pfipojen na platformé, prstencove tvotfené vapnikem fizené interakce mezi MUC2
a N-koncem (Ambort et al., 2012). Po uvolnéni vapniku je v chelatu ptitomen pravdépodobné
hydrogenuhli¢itan a mucin se za¢ne odvijet jako destnik, rozsifuje se a az 1000krat zveétsi sviyj
objem. Vznikl¢ sité se pak spontdnné organizuji do plochych desek, které maji tendenci se na
sebe skladat, podobné¢ jako stfeSni taSky, pro vytvoreni lameldrni vnitini vrstvy slizu
(Johanson et al., 2011). Tato vrstva ziistavd ukotvena na epitelovych buiikdch, nemutze se
odsat (tedy pivodné nazvany pevné uchyceny mucin), je vysoce organizovany a neumoziuje
prunik bakterii.

Na luminalni hranici vnitini vrstvy hlenu je hlen pfeveden do vné&jsi vrstvy hlenu v
relativné ostré linii. Vné&j$i vrstva hlenu je vytvofena z vnitini vrstvy, obsahuje tedy stejné
slozky, ale je zajimavé, ze ma znacné¢ odliSné vlastnosti: mucin je volny, nepfipojeny a
umoznuje bakteridlni pranik. Pfechod od pevné do volné formy je pravdépodobné zpiisoben
dasledkem proteolytického Stépeni v ramci MUC2, tento pfechod mize byt ¢astecné
inhibovan proteazou. Toto Stépeni umozituje mucinu zvetsit sviij objem 3-4krat, aniz by se
naruSila polymerni sit’. Pfesny mechanismus pro ptfevod z vnitini na vnéj$i vrstvu hlenu jesté

neni zcela objasnén, ale je zndmo, Ze se generuje sam (Johanson et al., 2011).

4.2.2.1 Transmembranové muciny

Kromé¢ jednoho nebo nékolika mucinovych domén maji vSechny muciny domény,
které jim davaji specifické vlastnosti. Transmembranové muciny maji transmembranovou
doménu, kterd jim umoziuje ukotveni v bunééné membrané. Tyto muciny maji jednu velkou
N-terminalni mucinovou doménu a kratky cytoplazmaticky C-konec (Hollingsworth and
Swanson, 2004). Na vngjsi strané membrany maji tyto muciny bud’ SEA-doménu (SEA-
muciny jsou MUCI, MUC3, MUCI12, MUC13 a MUC17) nebo NIDO-AMOP-vWD (von
Willebrandova) doménu (pouze MUC4) (Hattrup and Gendler, 2008).
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Je zajimavé, Zze obé z téchto domén se odStépi v pribéhu biosyntézy, ale jsou drzeny
pohromadé¢ silnou nekovalentni vazbou. Tyto dvé Casti jsou drzeny pohromadé ¢tyfmi beta
skladanymi listy, dva z vn&j$i ¢asti mucinové domény a dva z ukotvené ¢asti membrany. Tyto
¢asti mohou byt od sebe odtazeny béhem mechanického naméhani, aby se zabranilo prasknuti
bunécné membrany (sila, kterd miZe narusit SEA domény je mensi nez sily nutné k naruseni
membrany) (Macao et al., 2006). Stépeni MUC4 se kona v doméné vWD. Mechanismy, které
jsou zapojeny jsou mén¢ jasné, ale oba enzymatické a autokatalytické procesy uz byly
navrzeny (Soto et al., 2006). Transmembranové muciny se nachazeji na apikdlni strané
epitelidlnich bunc¢k. MUC3, MUC12 a MUC17 pravdépodobné buduji glycocalyx, nékdy také
nazyvany chmyti na mikroklcich enterocyti (Weiss et al., 1996). MUCI13 je také bohaty na
enterocyty, ale ma jen kratkou mucinovou doménu (Williams et al., 2001). Enterocyty
glycocalyxu pravdépodobné tvoii ochranny kartac pro periciliarni prostor na plicnich buiikach
a pravdépodobné piisobi jako difuzni bariéra v gastrointestinadlnim traktu, zajiStuje stabilni
bunéénou membranu a inhibuje nezadouci pruchod velkych molekul (Hattrup and Gendler,
2008). MUCI, ktery je ptfitomen v zalude¢nim epitelu, mé ochranné ucinky proti infekci
Helicobacter pylori (Linden et al., 2009). MUCI je také dobife znamy jako antigen pro
karcinom, mize modulovat rist a apoptozu. MUC3, MUC12 a MUC17 maji cytoplazmatické
konce, které interaguji s riznymi PDZ proteiny (PDZ vSechny pomahaji pii lokalizaci
bunécnych element). PDZ domény jsou ptfedevsim zapojeny do ukotveni receptorti bilkovin
na cytoskelet. (Malmberg et al., 2008). Krom¢ ochranné funkce, transmembranové muciny se
pravdépodobné podileji na apikalnim sniméni povrchu bunc€k a signalizaci (Hattrup and

Gendler, 2008).

4.2.2.2 Gelotvorné muciny

Gelotvorné muciny maji centrdlni mucinové domény a ty jsou lemovany s N-
termindlni Casti (zapojeny do oligomerizaci) a C-termindlni, tvofi tedy dimerni strukturu. Tato
skupina mucinti vyuziva svych N-koncti a C-konct a tvoii velké polymery, které spolu s
mucin doménami tvoii gely, které tvoii typicky hlen a maji zdsadni vyznam pro ochranu
gastrointestindlniho traktu (Gum et al., 1994). Hlavni stfevni mucin, MUC2, je odolny proti
endogennim protedzam, centralni mucinové domény jsou chranény glykany, a N-konce a C-
konce jsou stabilizovany ¢etnymi pii¢nymi vazbami mezi aminokyselinami cysteinu. Zejména

travici enzymy nejsou schopny stravit jiné glykany nez Skrob a nckteré disacharidy, jiné
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opustéji muciny beze zmény. Hlavni funkci gelotvornych mucint je vybudovat hlen, ktery
spolu s dal$imi slozkami chrani a promazava gastrointestinalni trakt. Studie dle Caldara et al.

(2012) naznacuji, Ze nativni Cerstvy sliz je nelepivy a nehydrofobni.

4.2.3 MUC2
4.2.3.1 Struktura MUC2

Proteinové jadro lidského mucinu 2 obsahuje pfiblizné 5179 aminokyselin. Typicka
sekvence aminokyselin pro MUC2 je vysoka frekvence prolinu, threoninu a serinu (PTS).
Tyto PTS jsou tandemové uspofadany z repetitivnich sekvenci slozenych z 23 aminokyselin,
jsou oznaCovany jako tandemové repetice. V Golgiho apardtu se na PTS vazi O-
glykosidickou vazbou glykany. KdyZz se na PTS navazi glykany ma tato forma vzhled
dlouhého rozvétveného prutu, ktery se velice podoba kartacku se Stétinami, kde kartac je
centralni jadro tvofené bilkovinami a Stétiny jsou tvofeny z vystupujicich O-glykani,
schematicky je struktura zndzorné€na na obrdzku 3. Tato konformace pfispiva mucinu k jeho
vysoké schopnosti vazat vodu. VSechna dosavadni pozorovani poukazuji na to, Ze vytvoreni
MUC?2 je narocny proces a pokud by v téchto procesech nastaly problémy, mohou vzniknout

ruzné defekty v hlenu tlustého 1 tenkého stieva (Lang et al., 2004).

1. tandemové
opakovani- TR .

unikatni sekvence

Blioriiiia 2. tandemoveé opakovani- TR

unikatni sekvence

Obrazek 3: Struktura MUC2
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Prvni tandemové opakovani sekvence se nachazi v centralni ¢asti konstrukce. Tato
sekvence je bohatd na serin, threonin a prolin, a skladd se z 21 opakovani motivu
nepravidelného aminokyselin. Druhé tandemové opakovani sekvence se skladd z 23
aminokyselin, s variabilnim poc¢tem tandemovych opakovani od 51-115. Cys-domény jsou
pritomny mezi N-termindlni oblasti a prvni opakujicim tandemem, a také je pfitomna mezi
prvni a druhou tandemovou oblasti repetice. N-koncova oblast se skladd z disulfidovych

bohatych D-domén, D1, D2, D' a D3. (Theodoratou et al., 2014)

4.2.3.2 Sekrece MUC2

Mucin 2 je ulozen v sekre¢ni granule poharkovych bunék. Po uvolnéni ze sekrecni
granule se vyrazné zvétsi objem mucinu, rozprostie se a vznikne tak organizovana vrstva pod
vnitii vrstvou hlenu. Tento proces je pravdépodobné usnadnén sitovitou strukturou MUC2
polymeru. Takto organizované vrstvy mucinu tvofi rozvrstveny vzhled vnitini vrstvy hlenu

(Johansson et al., 2008).

4.2.3.3 MUC2 vlastnosti

MUC2 ve vnitini pevné vrstvé hlenu je, stejné jako MUC2 v sekreCnich vaccich,
nerozpustny v choatropni soli guanidin hydrochlorid. Oproti tomu vngj$i volné vrstva v hlenu
je v choatropni soli rozpustnd snadno. Transformace MUC2 z nerozpustné formy na
rozpustnou odrazi proteolytické Stépeni, které probiha ve vnéjsi vrstvé hlenu. Toto Stépeni
umoziuje hlenu zvétSit svlij objem az Ctyfikrat. Tato expanze je ziejmé fizena schopnosti

mucinovych glykanli vdzat vodu (Johansson et al., 2008).

4.2.4 MUC3

MUC3 gen je exprimovan v tenkém stievé 1 v tlustém stievé, pyloru a ve sliznici.
MUCS se sklada ze dvou odlisnych geni MUC3A a MUC3B, z nichZ kazdy ma dvé domény
(Khatri et al., 1997). MUC3 ukazuje homologii k epidermélnimu rtistovému faktoru, protoze
ma 17-aminokyselinovych tandemovych repetic bohatych na threonin a serin a
karboxyterminalni domény bohaté¢ na cystein (Gum et al, 1997). MUC3A je glykoprotein,

spojeny s membranou, ktera je pfitomna u karcinomii a je tedy rizikovym faktorem
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(Kitamoto et al., 2010). Neni pfili§ exprimovan v tlustém stfev€. Subcelularni MUC3 nebo
jeho zménéné exprese mohou také ptispivat v procesu invaze rakoviny a metastaz. MUC3A
stejné jako MUCI] hraje diilezitou roli v adhezi bunka-buiika, v ochrané pred imunitni reakci
nebo signalizaénimi procesy a mize tak zvysit malignitu nddoru (Rakha et al., 2005). Nékteré
studie ukdzaly, Ze upregulace MUC3 v bunkach tlustého stieva je v korelaci se snizenou

vazbou enteropatogennich Escherichia coli (Mack et al., 2003).

4.2.5 MUCI13

MUCI13 protein je obvykle lokalizovan na apikalnim povrchu epitelidlnich bunék, je
dilezity pro ochranu a promazani povrchu sliznice. Obecné exprese mucinu a to jak
vyluCovany a spojeny s bunécnou membranou piedstavuje ochrannou bariéru proti osidleni
patogennich bakterii. Podobn¢ jako u jinych mucini se MUC13 vyznacuje opakujicim se
tandemem (TR). MUCI13 se skladd z cytoplazmatické domény, ktera obsahuje potencidlni
fosforylacni mista, ktera by mohla byt zapojena do bunécné signalizace (Maher et al., 2011).
MUCI13 je dilezitou soucasti travici homeostazy. Alely MUCI13 jako i MUCI jsou zapojeny
do infekce baktrii Helicobacter pylori (Sheng a kol., 2013). Exprese MUCI13 muze byt
zménéna v benignich podminkach tlustého stfeva, jako jsou naptiklad Crohnova choroba nebo
ulcerozni kolitida (Moehle et al., 2006). ZvySena exprese MUCI13 byla nalezena v

gastroenterologii a v ovaridlnich karcinomech (Shimamura et al., 2005).

4.2.6 MUC17

MUCI17 obsahuje cytoplazmatickou doménu. Cytoplasmatickd doména obsahuje
potencialni fosforyla¢ni mista pro tyrosin a serin, dale obsahuje prodlouzenou opakujici se
extracelularni glykosylovanou doménu, SEA (doména MUCI17 pojmenavana podle proteinti
spermie, enterokindza a agrin) modul domény s koncovou karboxylovou skupinou se dvéma
doménami podobné EGF (Epidermalni rstovy faktor) a kone¢né transmembranovou doménu
(Gum et al, 2002). MUCI7 je normalné¢ exprimovan ve vysokych mnoZstvich
v kolonocytech, pfi normalnim stavu se exprimuje v proximalnim a distalnim traktu tlustého
stteva a na luminalni stran¢ epitelialnich bunék, zatimco pii zéanétlivych a nadorovych
onemocnéni je exprese tohoto proteinu vyznamné snizena (Senapati et al ., 2010). Vysledky

ukazuji, ze MUCI17 hraje patogenni tlohu pfi naddorovych a zanétlivych onemocnéni tlustého
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stteva. Krom¢ toho je schopnen s omezenim pro invazi bakterialnich patogeni a chrani
epitelidlni buiiky proti bakteridlni infekci (Resta-Lénert et al., 2011), redukci MUC17 se zvysi
propustnost pro patogeny. Jiné¢ studie neukédzaly zadny rozdil v expresi MUCI17 mezi
adenomatoznimi polypy, (trubkovité a tubulovilé adenomy) a rakovinou tlustého stfeva.
Ukazuje se ze ztradta MUC17 miize vést k rozvoji rakoviny tlustého stteva (Moehle et al.,

2006).
4.2.7 Muciny a bakterie

Muciny, sekre¢ni protein nebo polymery slozené prevazné z polysacharidt pokryvaji
povrch sliznice stfeva a jsou potenciondlnimi misty pro uchyceni stfevnich bakterii (Kleessen
and Blaut, 2005). Polymery mohou tvofit ochranou bariéru proti kolonizaci nékterych
bakterii, jiné bakterie je pouZivaji jako prostfedek k ulpivani na povrchu stfeva. V disledku
toho dochazi k osidlovani mikroorganismii jednoho a nasledné¢ vice druha bakterii a
podporuje se tak rozvoj mikrokolonii a biofilmii (Hooper and Gordon, 2001). Probiotické
biofilmy jsou u€inné pii dlouhodobéjsi kolonizaci a zarovén obnovuji chybégjici funce pii
ruznych onemocnénich (Jones and Versalovic, 2009).

Absence MUC?2 ve stfeve a jeji dopad zkoumala studie o mySich bez MUC2 (Velcich
et al., 2002). V zavislosti na prostiedi a podminkach se u téchto mysi vyvijel vice ¢i méné
zévazny zanét tlustého stieva, priijem, prolaps a neprospivani, a zarovén se zvysilo riziko
vzniku rakoviny tlustého stteva (Johansson et al., 2008; Velcich et al., 2002). Pfi fezu tlustym
sttevem mysi bez MUC2 byly analyzovany bakterie, pomoci FISH na bakterialni 16S rRNA,
které byly nalezeny v pifimém kontaktu s epitelidlnimi buitkami a hluboko v kryptach
(Johansson et al, 2008). Nékteré epitelové buiiky také mély intraceluldrni bakterie. Nedostatek
MUC2 tedy znamend, Ze neexistuje zadna polymerni sit’, kterd by udrzovala vrstvy hlenu
pohromadé. To ma za nasledek ztratu vnitini vrstvy slizu, ktera chrani epitelové buriky.
Pozorovani u mysi bez MUC2 také ukazuji, Ze imunitni systém tlustého stfeva reaguje
zanétem, kdyz jsou bakterie v neustalém tésném kontaktu s epitelovymi buiikami.

Na obrazku 4 je schematicky znazornéna vrstva hlenu slouZici jako prvni linie
ochrany proti bakteridlnim patogenim a jak patogenni bakterialni infekce zplsobuje tvorbu
MUC2 a) prostiednictvim TLR-zavislych nebo b) nezévislych TLR-NF-kB drah
(Theodoratou et al., 2014).
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Obrizek 4: Rez tlustym stievem: a) s MUC2; b) bez MUC2

4.3 Klinicka a epidemiologicka studie o zahleiovani mlékem

Uz dlouhou dobu existuje hypotéza, kterd spojuje nadmérnou produkci hlenu a
zhorSeni astmatu, se zvySenou konzumaci mléka a mléénych vyrobka. Kofeny této teorie
sahaji az do 12. stoleti, kdy se poprvé o této problematice zminil Mojzi§ Maimonides, ktery
spojil konzumaci mléka a zhorSeni dychacich schopnosti (Rosner, 1984). I tradi¢ni ¢inska
medicina tvrdi, Ze mléko patii do skupiny potravin takzvan¢ hlen-tvofivych a proto
doporucuje se mléku vyhybat (The Dairy Council, 2012). Rozsifena piedstava, ze déti s
astmatem by se mély mléku vyhnout, byla jesté¢ vice posilovana v poslednich desetiletich.
Obavy z konzumace mléka byly jesté vice upevnény po vydani knihy, Dit€ Dr. Spocka a péce
o dité, kde americky pediatr tvrdi, Ze astma a dal$i respira¢ni problémy se mohou zhorsit
pravé konzumaci mléka a tak doporucuje uplné odstranéni mléka ze stravy ditéte (Spock and
Needlam, 1998). Tato teorie je u mnoha rodi¢ii jeSté dnes silné zakofenéna 1 piesto, ze

existuje jen malo védeckych dikazl, které spojuji pfijem mléka s astmatem, i kdyz nékteré
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studie je nepiimo potvrzuji (Pinnock et al. (1989); Rowe and Rowe, 1956; Yusoff et al., 2004)
. Obecné lide, kteti véfi, ze jim mléko zplsobi vyssi zahlenéni v krku, pfestoze maji Casto
snizenou spotiebu mléka na den, mivaji vyssi pfiznaky zahlenéni, nez ti, ktefi teorii neveti
(Arney and Pinnock, 1993).

Ptestoze n¢kolik studii zkoumalo vlivy mléénych vyrobkli na bronchitidu (zanét
prudusek), nikdy se zadny vyznamny vliv neprokazal. Existuje studie, kterd srovnava
pacienty, ktefi denné vypili 300 ml UHT mléka s pacienty, kteti pili placebo ve formé
ryzového néapoje. Mezi obéma skupinami nebyly nalezeny zadné rozdilné ucinky plisobeni,
UHT mléka a ryzového mléka, na stav prudusek a zahlenéni (Woods et al., 1998).

Pinnock and Arney (1993) testovali teorii o zahlenovani mlékem v randomizované,
dvojité zaslepené studii se 125 subjekty. Sedesat z nich obdrzelo 300 ml mléka a 65 dostalo
placebo ze sojového napoje. Ctyficettii respondentd z prvni skupiny véfilo, ze mléko
zahlenuje a 29 subjektti z druhé skupiny také veftilo, ze mléko zvySuje sekreci hlenu. Véfici
teorii o zahlenovani mlékem z obou skupin mnohem c¢astéji hlésili ptiznaky jako "povlak v
ustech", "hodné hlenu" a "silnéjsi sliny". Tyto udaje byly méfeny v Case nula, 5 minut, 4
hodiny a pfi snidani dal$i den. VySetifovatelé dospéli k zavéru, Ze nebyl Zadny zésadni rozdil
mezi placebem ze sdjového napoje a mlékem.

Dalsi vyzkum srovnaval zdravé pacienty a pacienty trpicimi astmatem. Ob¢ skupiny
pily plnotu¢né mleko, odstiedéné mléko a vodu. Nebyly nalezeny zadné rozdily ve stavu
dychacich cest pacientii z obou skupin. Pouze se zjistila lehce zhorSena dychaci schopnost u
pacientt, kteti vypili mléko plnotucné, pokles byl ale pfisouzen rozdilim v obsahu tuku mezi
mléky a vodou (Haas et al., 1991)

Také v jiné studii testovali spojeni mezi spotfebou mléka a produkci hlenu.
Zkoumali 21 osob, 11 s astmatem a 10 bez astmatu. Kazdy z testovanych vypil 453,6 grami
plnotu¢ného mléka, odtu¢néného mléka a vody, kazdy napoj pili v jiny den. Po vypiti se vzdy
testoval usilovny vydech za 1 sekundu (FEV1), nuceny expirani pritok (50 % vitalni
kapacity) a plicni rozptylujici kapacitu oxidu uhelnatého (DLCO). Mé&feni probihalo v 30-
minutovych intervalech po dobu 3 hodin. Konzumace plnotu¢ného mléka a odstfedéného
mléka nebyla spojena s jakoukoli vyznamnou zménu v FEV1 nebo v nuceném expira¢nim
prutoku na 50% vitalni kapacitu. Nicméné¢, u subjett s astmatem, se hodnota DLCO postupné
snizovala o 6,8 % kazdou hodinu celé 3 hodiny testovani po konzumaci plnotu¢ného mléka.
Toto sniZeni, ale neprobéhlo po vypiti vody nebo odtuénéného mléka. Ve skupiné subjektt

bez astmatu nebyl pozorovan zadny vyznamny pokles v hodnoté¢ DLCO. Proto se neprokazala
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z4ddna zjevnd zména odporu v dychacich cestach. Zavér tedy je, ze mlécné lipidy mohou
ovlivnit vyménu plyni u pacientii s astmatem (Haas et al., 1991).

V kontrastu k predchozim studiim existuje 1 fada studii naznacujicich, Ze po
vylouc¢eni mlécnych vyrobkt ze stravy se mohou zlepsit ptiznaky astmatu. V roce 1950 Rowe
and Rowe navrhli urcité potraviny, které by teoreticky mohly zhorSovat nebo pfispét k rozvoji
astmatu. Zjistili, Ze u subjektl, kterym tyto potraviny ze stravy vyloucily se symptomy
astmatu velmi Casto zlepSily (Rowe and Rowe, 1956). BohuZzel ale po vyvoji 1€kt na 1écbu
astmatu pfestala mit tato zjiSténi klinicky vyznam.

Pinnock et al. (1989) zjistili, Ze pokud bylo mléko vyloucCeno ze stravy subjektu, tak
se priznaky kasSle a zahlenéni nosni sliznice zlepSily, a to pfedevSim v noci. Jednalo se o
dvojité zaslepenou studii.

V posledni dobé probéhla jedina prospektivni studie, ve které 22 déti s astmatem (13
jich bylo v experimentéalni skupiné a 9 v kontrolni skupin€) dodrzovalo dietu bez vajec a
mléka po dobu osmi tydnll. Déti z experimentalni skupiny vykazovaly zfetelné snizeni
koncentraci IgG (nejvyznamnéjsi tfida protilatek) k vajeénému albuminu a k beta-
laktoglobulinu. U 5 déti z experimentalni skupiny, byl vrchol vydechového pratoku
pruduskami vyrazné zvySen v porovnani s détmi z kontrolni skupiny (Yusoff et al., 2004).

Podobn¢ velkou roli hrala dieta, kterd vylucuje mléko, v dal§i dvojité¢ zaslepené
kontrolované studii, pfi niz se zkoumalo potlaceni détské migrény. Zjistilo se, Ze nejen
migréna, ale 1 astma a ekzém se zlepsi, pokud se ze stravy vylou¢i mléko (Egger et al., 1983).

V jiné dvojite¢ zaslepené studii o chronické zacpé byla nalezena souvislost s
konzumaci kravského mléka. Ty déti, které meély reakci na kravské mléko, mély také
soubézné vyssi frekvenci vyskytu rymy, dermatitidy a zdnétu pradusSek (Iacono et al., 1998).
Tato pozorovani naznacuji, ze v nekterych situacich vylouceni kravského mléka mize byt

ptiznivé.

4.3.1 Stimulace produkce hlenu

Dva hlavni muciny produkované v dychacich cestach jsou MUCS5AC a MUCSB. V
tkanich dychacich cest zdravych jedinci poharkové bunky obvykle vylucuji MUCSAC,
zatimco zlazy slizni€nich bunck typicky vylucyji MUCSB. MUCSAC a MUCSB jsou
normalné ptfitomny, v nizsi hladin€, v hlenu dychacich cest, zatimco v hlenu u pacientl s

astmatem, bronchitidou nebo cystickou fibréozou nejsou (Kirkham et al., 2002). Podobné
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nalezy byly i u chronického onemocnéni vedlejSich dutin dychacich a nosnich polypdz (Ding
and Zheng, 2007). Nadprodukce hlenu je charakteristickym ptiznakem astmatu (Aikawa et al.,
1996). Zéanét je nezbytnym predpokladem pro vyrobu MUCSAC mucin genové exprese a
produkci hlenu (Tanabe et al., 2008).

Dalsi protein, u kterého bylo prokdzéano, ze specificky zvySuje vyrobu MUCSAC je -
casomorphin-7 (B-CM-7). Beta-CM-7 patii do skupiny opioidniho peptidu a je odvozen od
rozdéleni z A1 mléka (mléko obsahujici beta kasein). Opioidni peptid je mala bilkovina, ktera
ma schopnost vazby na opioidni receptor v mozku. Jde o velice malou molekulu, kterd snadno
projde pfes bariéru mezi mozkem a krevnim feciStém. Opioidni receptory jsou receptory
sptazené s G proteinem, nachdzejici se na synaptickych membrandch neuroni. Na tento typ
receptorti se vazou nejen piirozené télni opioidy, tedy zejména enkefaliny a endorfiny, ale i
pfirodni opiaty (morfin, kodein) a dalsi. Mléko se skladd ze smési vody, tuki, bilkovin,
laktézy a mineralti. VétSina alergii na mléko je spojena s témito proteiny (Woodford, 2007).
Bylo prokazano, ze v tlustém stievé Cloveéka B-CM-7 stimuluje produkci hlenu ze sttevnich
MUCSAC 7zlaz (Zoghbi et al., 2006). Nicméné, zadné studie nezkoumaly vztah mezi
specifickym sloZenim konzumovaného mléka a produkci hlenu a astmatu.

Jina studie se zabyvala debatami o gastrointestinalnich ucincich Al typu beta-kaseinu
v kravském mléce ve srovnani s typem A2. Ve studiich in vitro a na zvitatech se ukazalo, ze
traveni A1, ale ne A2 B -kaseinu, ovliviiuje gastrointestindlni motilitu a zanét, pies piisobeni
jiz zminovaného [B-casomorphin-7. V této dvojité¢ zaslepené, randomizované S8-tydenni
zkiizené studii bylo podrobeno testovani ¢tyficetjedna samic a samcti. Ugastnici podstoupili
2-tydenni mlécné vymyvani (ryzové mléko nahradilo mlécné vyrobky), nasledujici 2 tydny se
konzumovala mléka (750 ml/den), kterd obsahovala bud’ beta-kasein A1 nebo A2, poté
ucastnici prosli druhou vymyvaci fazi a zdvéreéné 2 tydny alternativné konzumovali bud’ Al
nebo A2 mléko. Vysledek této studie ukazal, ze Al beta-kasein mléko vedlo k vyrazné€ vysSSim
hodnotam konzistence stolice ve srovnani s A2 beta-kaseinem. Také se projevil vyznamny
vztah mezi bolestmi bficha a konzistenci stolice na diet¢ Al, ale nikoli na A2 dieté. Tyto
vysledky tedy ukazuji rozdily v gastrointestinalni reakci u nékterych dospélych lidi
konzumujicich mléko s obsahem beta-kasein A1l k typu beta-kaseinu A2. Ale k potvrzeni je

zapotiebi jesté rozsahlejSich studii s vétSim poctem ucastniki (De Noni and Cattaneo, 2010).
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4.3.2 Mechanismus vystaveni bun¢k dychacich cest mlécnym proteinem

Diikazy naznacuji, ze nékteré potravinové derivaty se mohou dostat do dychaciho
systému zdravych jedinct a to navzdory vysoké zaludecni kyselosti a enzymatické aktivity
tenkého stfeva. Sampson (1999) prohlasuje, ze 2 % z pozité potravy se vstiebavaji skrz stieva
v podobé, kterd je dostate¢n¢ imunologicky neporuSena a proto vytvaii potravinové alergie.

V rliznych situacich, jako je trauma, bylo prokazano, zZe 1 véts§i makromolekuly mohou
vstupovat do portalniho obchu. Stres a nasledné uvolnéni kortikotropin-uvolnujiciho faktoru
(CRF) zvySuje gastrointestindlni slizni€ni propustnost. U potkani CRF zvySil iontovou
sekreci a slizni¢ni propustnost pro makromolekuly (Tache and Perdue, 2004). To poskytuje
fyziologické vysvétleni pro zvySenou stievni propustnost pozorovanou po traumatu a
popaleninach (Hollander, 1999). ZvySend stfevni propustnost s naslednym tnikem
makromolekul byla také pozorovana v souvislosti s del§Sim uzivanim mnohych nesteroidnich
protizanétlivych 1€kt (Bjarnason et al., 1986). U kojenct a malych déti, ktefi maji vice nezralé
slizni¢ni bariéry, je rovnéz absorbovano vyssi procento potravin v neporuseném stavu (Kost et
al., 2009).

Proto v situacich, které predstavuji zvySenou stfevni slizni¢ni propustnost, mohou mlé¢n«

bilkoviny najit cestu do krevniho obé&hu a tak stimulovat v dychacich cestach produkci hlenu.
4.3.3 Hypotéza zahlenéni

Hypotéza je, ze A1 mléko zvySuje produkci hlenu v dychacich cestdch v subpopulaci
lidi, ktefi maji zvySenou stfevni propustnost. Konkrétné¢ B-CM-7 plisobi pies receptory na
poharkovych bunkach, aby zvysil MUCSAC genovou expresi a tak se zvySuje sekrece hlenu.
K tomu dojde pouze ve specificky aktivovanych tkanich a pouze tehdy, pokud by byl B-CM-7
schopen prechazet do krevniho obéhu (Woodford, 2007).
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5 Material a metody

5.1 Ptiprava hydrolyzatu mléka

Podle simulovaného harmonizovaného traviciho in vitro modelu (Minekus et al.
2014) byl ptipraven hydrolyzat z kravského mléka (syrové kravské mléko, farma Hole -
Oldtich Poléacek, CZ). Simulované zalude¢ni (SGF) a simulované duodenalni (SDF) s§tavy
byly pfipraveny dle Kopf-Bolantza et al. (2012) a Versantvoorta et al. (2005).
K 5 ml kravského mléka bylo ptfiddno 5 ml SGF obohaceného o praseci pepsin (2000 U/ml
SGF); Zaludec¢ni taze byla provedena po dobu 2 h pii teploté 37°C a pH 3 (upraveno pomoci
IM kyseliny chlorovodikové). Zaludeéni faze byla ukondena neutralizaci p¥idavkem 0,5M
hydrogenuhli¢itanu sodného (Merci, Brno, CZ). Dale bylo piidano 10 ml SDF a 10 mM
zlucovych soli. Faze stfevniho traveni byla provedena pii teploté¢ 37°C po dobu 2 h a pH 7
(upraveno pomoci IM NaOH). Pouzité enzymy (Sigma-Aldrich, Praha, CZ) pro stfevni
traveni byly: praseci trypsin (100 U/ml SDF), hovézi chymotrypsin (50U/ml SDF), praseci
lipaza (2000 U/ml SDF) a kolipaza (molarni pomér lipazy/kolipdzy : 1/2). Travenina byla
zamrazena na -80°C.
Ziskany hydrolyzat byl pfed experimentem exprese mucinu nafedén v DMEM médiu na

koncentraci 1,5 ug/ml.
5.2 Piiprava bunécnych kultur

Bunécna linie lidskych epitelidlnich bun€k adenokarcinomu Caco-2 byla ziskdna z
ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA); bunécna linie HT29-
MTX produkujici mucin byla zakoupena ze Sigma-Aldrich (Praha, CZ). Bunécné linie
(pasaze P37 a P74, v uvedeném poradi) byly kultivovany v DMEM médiu obohaceném o 20
% fetalniho hovéziho séra (FBS), 1 % neesencialnich aminokyselin, 100 U/ml penicilinu a
100 pg/ml streptomycinu a inkubovany pii 37 °C a 5% (v/v) CO,. Vyména média probihala
kazdé dva dny.

Bunééné linie byly zaoCkovany do NUNC 24-jamkovych kultiva¢nich desticek o
koncentraci 3,6 x 10* Caco-2 bunék a 0,4 x 10* HT29-MTX bunék v 1 ml DMEM média pro
stanoveni exprese mucinu a RNA. Pfipravené desticky byly inkubovany po dobu 14 + 1 den
do nartistu 80% konfluentni bunécné monovrstvy. Plastik pro bunééné kultury byl zakoupen z

Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA).
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5.3 Test stanoveni inhibi¢ni koncentrace I1Cs

Pted vlastnim experimentem byly vybrany vhodné netoxické koncentrace mlécného
hydrolyzatu na zakladé stanoveni cytotoxicity (ICso). Zivotaschopnost bunék byla méfena
pouzitim MTT testu na Caco-2, HT29-MTX bunkach a ko-kultute Caco-2/HT29-MTX.
Bunééné linie Caco-2 a HT29-MTX byly zaockovany do NUNC 96-jamkovych desti¢ek v
koncentraci 2,5 x 10° a sm&sné kultura Caco-2/HT29-MTX v koncentraci 3,6 x 10° Caco-2
bunék a 0,4 x 10° HT29-MTX bundk a inkubovany po dobu 24 hodin pii teploté 37°C a 5%
COa. Poté byl k buitkam ptidan hydrolyzat mléka v dvojkovém sériovém fedéni (0,008 - 16,5
pg/ml) po dobu 72 hodin. Nésledné bylo ptfidano MTT ¢inidlo (1 mg/ml) v DMEM médiu a
inkubovdno po dobu dalSich 2 hodin pii teplot¢ 37°C. Po inkubaci byly supernatanty z
jednotlivych jamek odsaty a pfidano 100 pl DMSO. Nasledné byla zméfena absorbance pfti
555 nm s pouzitim pfistroje Tecan Infinite M200 (Tecan Austria GmbH, Grodig, AT).
Mortalita pro kazdou koncentraci hydrolyzatu byla vynesena v procentech do grafu a pouzita

ke stanoveni 50% inhibicni koncentrace (ICs).
5.4 Exprese mucinu a RNA testy

Z 24-jamkové desticky s pln€ diferenciovanou narostlou monovrstvou smésné
kultury Caco-2/HT29-MTX bylo odsato médium, ke kazdé jamce byl ptfidan 1 ml natedéné¢ho
mlécného hydrolyzatu (1,5 pg/ml) a desticka byla inkubovana po dobu 48 hodin. Jako
kontrola bylo pfiddno DMEM médium.

Pro extrakci RNA a naslednou analyzu pomoci RT-PCR bylo zjamek odsato
médium, neadherované bunky byly odstranény promytim pomoci sterilniho PBS, poté byly
adherované bunky uvolnény ptidavkem 300 pl 1% trypsinu (Sigma-Aldrich, Saint-Louis,
USA) s néslednym ptidavkem 700 ul PBS.

5.5 Extrakce RNA a qRT-PCR analyza

Celkova RNA byla z bunck traviciho traktu izolovana pomoci kitu RNeasy® mini
Kit (Qiagen; Velno, NL) a oSetfena DNazou I (Sigma-Aldrich, Praha, CZ). Nésledné byla
ptfevedena mRNA na cDNA (400 ng na vzorek) pomoci reverzni transkriptazy (iScript cDNA
synthesis kit, BioRad, Hercules, CA, USA).
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Produkt byl uskladnén pii teploté -20 °C. Jako referencni gen byl pouzit B-aktin
(kodujici, 5'-CTTCCTGGGCATGGAGTC-3' a antikodujict,
5'- GCAATGATCTTGATCTTCATTGTG-3"). Specifické primery pro lidsky MUC2, MUC3,
MUCI13 a MUCI17 byly zakoupeny od spolecnosti Bio-Rad (Hercules, USA). Reak¢ni smés
(20 pl) real-time RT-PCR byla slozena z 10 ng cDNA, 250 nM primerov a 1x Fast SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) pouZitého podle pokyni
vyrobce. PCR reakce prob&hla na pfistroji StepOnePlus real-time PCR System (Applied
Biosystems) za stanovenych termocyklacnich podminek. Hodnoty relativni genové exprese
byly vypocteny za pouziti beta-aktinu, jako endogenniho referencniho genu, a buiiky s ¢istym
DMEM bez mlééného hydrolyzatu byly pouZity jako kontrolni vzorek. Relativni hodnota
exprese genu byla vypocitana podle Livak, Schmittgen (2001). Statistickd analyza byla
provedena pomoci t-testu za pouziti GraphPad Instat v. 6.05 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA).
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6 Vysledky

Pro stanoveni exprese mucinu bylo nutné ovéfit zivotaschopnost bunéénych linii
Caco-2, HT29-MTX a ko-kultury Caco-2/HT29-MTX po ptidavku hydrolyzatu mléka pomoci
50% inhibi¢niho testu cytotoxicity (ICsp). Caco-2, HT29-MTX a smésna kultura Caco-
2/HT29-MTX byly oSetieny pomoci fermentovaného mlécného hydrolyzatu v rozmezi
koncentraci 0,008 - 16,5ug/ml (v dvojkovém tedéni). ICsy hydrolyzatu mléka bylo zjisténo
1,57 pg/ml u Caco-2 bunécéné linie, 1,56 pg/ml u HT29-MTX a 1,5 pg/ml u ko-kultury Caco-
2/HT29-MTX (Graf' 1, 2, 3).

Pfi koncentraci hydrolyzatu kravského mléka vyssi nez 1,57 pg/ml, byla
zaznamenana rapidni inhibice Zivotaschopnosti Caco-2 buné&k. Déle, pii pouzité koncentraci
hydrolyzatu kravského mléka vyssi nez 1,56 pupg/ml, doSlo ke znaénému snizeni
zivotaschopnosti HT29-MTX bunék. A koncentrace hydrolyzatu kravského mléka vySsi nez
1,5 pg/ml u smésné ko-kultury Caco-2/HT29-MTXzpiisobila sniZzeni Zivotaschopnosti o
50 %.
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Graf 1 Zivotaschopnost Caco-2 bunék po piidavku deseti riznych koncentraci hydrolyzatu
mléka (0,008 - 16,5 pg/ml). Hodnoty jsou vyjadieny jako procento Zivotaschopnosti bun¢k

v porovnani s kontrolou + standardni odchylka (SD), N = 3.
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Graf 2 Vyjadieni zivotaschopnosti HT29-MTX bunék po piidavku hydrolyzatu mléka.
Hodnoty jsou vyjadieny jako procento zivotaschopnosti bunék v porovnani s

kontrolou + standardni odchylka (SD), N = 3.
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Graf 3 Kftivka grafu znézoriuje zivotaschopnost ko-kultury Caco-2/HT29-MTX bun¢k po
aplikaci 10-ti riznych koncentraci hydrolyzatu mléka. Hodnoty jsou vyjadieny jako procento

zivotaschopnosti bun€k v porovnani s kontrolou =+ standardni odchylka (SD), N = 3.

Na grafu 4 byla vyjadiena exprese MUC2, MUC3, MUCI13 a MUCI17. Byla pouzita
koncentrace hydrolyzatu, kterou jsme ziskali z pfedchoziho experimentu stanoveni cytotocity,
tedy koncentrace 1,5 pg/ml. Z grafu je zfejmé, ze po aplikaci hydrolyzatu kravského mléka se
exkrece MUC2 zvysila témet 3krat oproti normalnimu fyziologickému stavu na hodnotu 2,73
+0,01. V ptipadé MUC3 doslo k 4,5nasobnému vylouceni daného mucinuo proti normalnimu
fyziologickému stavu bez kontaktu s mlékem na hodnotu 4,03 + 1,63. Nejméné ze vSech

zkoumanych mucint se vylu¢oval MUC-13, kdy jeho exkrece se zvysila témét dvakrat (1,96
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+ 0,21) oproti normalnimu fyziologickému stavu. Naproti tomu nejveétSi zaznamenané

vylu¢ovani bylo pozorovano u MUCI17, ktery se vyloucil az pétinasobné oproti normalnimu

fyziologickému stavu na kone¢nou hodnotu 5,15 +2,51.

7.5

Mira exprese mucinu

Hydrolyzat mléka

NN

MUC2
MUC3
MUCI13
MUC17

Graf 4. Zavislost stupné exprese mucinu na hydrolyzatu mléka uréend analyzou pomoci qRT-

PCR ¢ty riznych gentt mucinu (MUC2, MUC3, MUC13 a MUC17). Hodnoty jsou uvedeny

jako priimér + standardni odchylka (SD).
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7 Diskuze

Vysledky analyzy qRT-PCR pro ¢tyfi rizné geny mucinu (MUC2, MUC3, MUC13 a
MUCI17) ukazuji, ze po plisobeni hydrolyzatu mléka na bunécné linie se exkrece mucini
prokazatelné zvysila oproti béznému fyziologickému stavu. Tento vyzkum podpoftil hypotézu
ohledné zahleniovani mlékem. Mucin mé ve stfevnim traktu mnoho funkci, nelze tedy zcela
jednoznacéné urcit, zda je zvySend exkrece mucinu pouze protektivni anebo by mohla mit 1
n¢jaké nepiiznivé ucinky.

Vsechny zkoumané muciny jsou lokalizovany v gastrointestinalnim traktu, kde tvofii
ochrannou bariéru proti riznym nepfiznivym vliviim, travicim §tavam, inhibuji vazbu bakterii
a usnadnuji luminalni motilitu (Boegh and Nielsen, 2015). Ve stfevé krom¢ ochranné funkce
tvofi muciny takzvané biofilmy. V GIT mohou byt bakterie volné Zijici nebo pfipojené k
povrchu hlenové sliznice. Pfipojené bakterie produkuji mikrokolonie, coz vede k rozvoji
biofilmt. Tyto biofilmy se zpocatku mohou sklddat pouze z jednoho bakterialniho druhu, ale
Casto se vyvinou do komplexniho spoleCenstvi slozeného z rGznych bakteridlnich druht
(Kleessen and Blaut, 2005). Biofilmy jsou tedy mikrobiadlné odvozena ptisedla spolecenstvi
piipojend k povrchu polysacharidii, proteini a nukleovych kyselin. Vyznacujici se tim, ze
bunky, které jsou nevratné piipojené k substratu nebo rozhrani nebo k sobé navzijem, jsou
uloZeny v matrici extracelularnich polymernich latek, které vyrobili, a vykazuji tak zménény
fenotyp s ohledem na rychlost ristu a genové transkripce (Donlan and Costerton, 2002).

Obecné plati, Ze prvni krok v tvorbé biofilmu je nespecificky, jde o reverzibilni
piipevnéni bakterii na substrat povrchu. Jakmile jsou ale bakterie trvale pfipojeny, zacnou
syntetizovat nerozpustné exopolysacharidy (EPS), kterymi obaluji adherentni bakterie v
trojrozmérné matrici. S akumulaci EPS a rozmnozovéni bakterii se kolonie vyvinou do
zralého biofilmu. Matrix EPS nejen pomaha buiikam udrzovat substrat, ale je 1 pasti pro
ziviny zachycené z vody. Matrix EPS také chrani bakterie proti imunitni reakci hostitele,
predatorii a antimikrobidlnich latek (Costerton et al., 1995). Muciny a jiné sekre¢ni proteiny
nebo polymery slozené pievazné z polysacharidli pokryvaji ve stievé povrchy sliznic a jsou
proto potencialni pfilnavym mistem pro stfevni bakterie (Kleessen and Blaut, 2005). I kdyz
tyto polymery mohou tvofit bariéru proti kolonizaci nékterych bakterii, jiné bakterie je mohou
pouzit jako prostfedek k uchyceni na povrchu. Toto vede ke vzniku adhezni mikrobidlni
vrstvy jednoho druhu bakterii, kterd v disledku toho milze podporovat kolonizaci jinych
mikroorganismil a to prostfednictvim spoluprace, podporuje se tak rozvoj mikrokolonii a

biofilml. Interakce mezi populacemi téchto komunit jsou slozit¢ a jak mikrobidlni -
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mikrobidlni a mikrobidlni - hostitelské vztahy jsou zdvislé na intra- a mezidruhovych
komunika¢nich systémech (Hooper and Gordon, 2001). Vady v povrchovych bunécnych
funkcich mohou mit vliv na vznik biofilmu a schopnosti probiotik pietrvavat a kolonizovat
sttevo in vivo. Probiotické biofilmy jsou uc¢inngj$i pii dlouhodobé kolonizaci a obnovuji
chybéjici funkce v nepfiznivych stavech (Jones and Versalovic, 2009). Stfevni sliznice
poskytuje bariéru proti invazi patogenii a zdroven zlstdva vysoce propustna pro efektivni
vymeénu zivin v celém svém povrchu. V souladu s témito pozadavky jsou biofilmy porézni,
coZ umoziuje Zivinam projit, ale jsou zaroven 1 bariérou pro nékteré vétsi molekuly a jiné
mikroorganismy (Palestrant et al., 2004). Lidskd gastrointestindlni mikrofléra je sloZity
ekosystém. Zmeény prostorového rozlozeni, komunity, nebo sloZzeni mikroflory traviciho
traktu mohou zmeénit stievni fyziologii a imunitu. Probiotika biofilmu maji pravdépodobné
zasadni vyznam pro dlouhodobou remodelaci sloZeni a funkci sttevniho mikrobiomu (Hooper
and Gordon, 2001).

Existuji dikazy, ze slozeni a tlouStka vrstvy hlenu tlustého stfeva je ovlivnéna a
regulovana stfevnimi bakteriemi a zvlaStnimi vyzivovymi slozkami jako jsou oligosacharidy.
Tyto dietni komponenty jsou pravdépodobné ovlivnény druhem a celkovym poctem
specifickych bakteridlnich druhti, pfitomnych v tlustém stievé a v disledku toho se méni
kone¢né produkty bakteridlniho kvaseni.

Tlusté stievo poskytuje idedlni prostiedi pro rist mnoha roda bakterii, a u zdravych
jedinc se predpoklada, ze kolonii tvoii 10''-10'* jednotek bakterii (O’Hara and Shanahan,
2006).0Obecné existuje symbioticky vztah mezi bakteriemi a hostitelem, ktery lze povazovat
za mutualisticky-komenzalni (Hooper and Gordon, 2001). N&které druhy bakterii kolonizuji
tlusté stfevo pfednostné. Z nich bifidobakterie a laktobacily jsou normalné pfitomny v tlustém
sttevu zdravych lidi v rozmezi od 10%-10'° KTJ/ml (Lidbec and Nord, 1993; Borriello et al.,
2003). Tyto bakterialni druhy pfeziji v tlustém stfeve prostfedi chudé na mono- a disacharidy,
a to prostfednictvim jejich schopnosti rozkladat a vyuzit pestrou Skalu sacharidi s pouzitim
ruznych exo- a endoglykosidaz (Katayama et al., 2005). K bakterialni kolonizaci dochazi
prostfednictvim konkrétniho pfipojeni bakteridlnich povrchovych proteini (lektini) na
dopliitkové oligosacharidy na sliznici nebo na vrstvé slizu a na povrchu potravinovych
komponentli, nebo nespecificky ptes nizkou hydrofilni afinitu anebo hydrofobni interakci
s muciny (Van den Abbeele et al., 2009; Roos and Jonsson, 2002). Bakteridlnim Ipénim na
hlenové vrstvé, na povrchu sliznice a jejich vylu€ovanych metabolitech, bylo prokazano, Ze se
méni geny mucinu a vyraz proteinl aktivaci riznych signdlnich kaskad a sekre¢nich prvka,

coZ ma za nasledek zmény ve vrstvé hlenu (Gaudier et al., 2004). Tyto zmény mohou ovlivnit
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nejen tlouStku hlenové vrstvy, ale také slozeni samotnych mucinit (Meslin et al., 1999). Je
znamo, ze zavedenim snadno zkvasitelnych slozek potravy (polysacharidy - Skrob,
neSkrobové, nebo nestravitelné oligosacharidy) se moduluje mucin genovd exprese
(Daddaoua et al., 2006).

Populace HT29-MTX bunék (vylucuje Sirokou Skalu riznych mucini) byla pouzita v
in vitro sttevnim modelu k ur€eni, Ze bakteridlni adheze kmene Lactobacillus johnsonii a
mucind je zavisla na pH (Granato et al., 2004). Ve studii Berneta et al. (1993) zjistilli, ze
adheze dvou bakteridlnich kment L. acidophilus a ¢tyt riznych bifidobakteriilnich druht
inhibuje pfichyceni enteropatogennich bakteridlnich druht a dale adherence kmene L.
plantarum ve vysledcich zvySila produkci MUC2 a MUC3 a inhibovali adhezi
enteropatogennich E. coli. Kromé toho bylo prokdzano, zZe mlécny opioidni peptid b-
casomorphin-7 vyvolava zvySeny vyskyt MUCSAC mRNA se souCasnym nardstem jeho
sekrece (Zoghbi et al., 2006). Martinez-Augustin et al. (2003) ovéfili pomoci svych
experimentll, Ze oligosacharidy koziho mléka mohou modulovat expresi mucinu, a tim snizit
exprest MUC2 a MUC3.

Smés tkanovych kultur Caco-2/HT29-MTX piedstavuje dilezity in vitro sttevni model
pro hodnoceni G€inkidl rGznych komponentll na expresi mucinu a bakterialni adherence.
Nicménég, potencialni nevyhodou je, ze jsou odvozeny z nadorovych bunék a mohou mit
odlisné bunécné struktury a regula¢ni mechanismy nez maji zdravé bunky (Ouwehand and
Salminen, 2003). V disledku téchto poznatkli ziskanych pomoci in vitro testi mohou byt
pouzity pouze jako voditko k jeviim, ke kterym by mohlo dochéazet v podminkach in vivo.

Kromé vysSe uvedenych pozitivnich ucinkid je se zvySenou produkci MUCI3
spojovana rakovina zZaludku. Muciny jsou vyluCovany jako transmembranové glykoproteiny,
které jsou exprimovany hlavné v travicim traktu. Témto typim proteinii byla vénovana
znacna Cast vyzkumu rakoviny zaludku, protoze nékteré transmembranové muciny se podileji
na vzniku nadori a stavaji se tak atraktivnim cilem pro diagnostiku a terapii rakoviny.
Muciny byly pouzity také pro klasifikaci rakoviny zaludku a to pomoci rozliSeni mezi
zalude¢nim a stfevnim fenotypem. Ukézalo se, Ze transmembranovy mucin MUCI13 se u
karcinomu zaludku vytvafi v mnohem vétsi mite. Nadmérna exprese MUC13 byla ovéfena ve
vice nez poloviné vzorkl zkoumanych pomoci kvantitativni real-time reverzni transkripce-
polymerdzové ftetézové reakce a imunoblotové analyzy (Shimamura et al.,, 2005). V
imunohistochemické analyze se MUC13 obarvil a byl pozorovan u 74 114 ptipada karcinomu
zaludku (64,9%), prevazné stievniho typu (P<0,001), a v 9 z 10 ptipadl u stfevni metaplazie

(zména tkan€ v jinou, rovnéZ diferencovanou, ovSem na daném misté neobvyklou), u
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prekancer6zni 1éze intestinalniho typu rakoviny zaludku nebyl MUC13 pozorovan v normalni
zalude¢ni sliznici. Kromé toho byl identifikovdn vzor obarveného MUCI13 charakteristicky
pro histologicky typ: obarveni se nachazelo na apikdlni strané trubkovych zlaz ve sttevnim
typu a cytoplasmy v difuznim typu. Tyto vysledky naznacuji, ze MUC13 je dobry marker pro
diferenciaci sliznice gastrointestinalniho traktu, a Ze to miZe mit urcitou roli, ktera koreluje se
vznikem dvou rtiznych Zalude¢nich nadort (Shimamura et al., 2005).

Ze zjisténych vysledkd exprese mucini vyplyva, Ze po kontaktu s hydrolyzatem
kravského mléka doslo ve vSech ptfipadech mucini ke zvySeni, coZ podporuje teorii o
zahlefiovani mlékem. Nicméné neni pfili§ mnoho studii, které¢ by poskytovaly ptimé dikazy,
7e by mléko sekreci mucinu zvySovalo.

Studie podle Claustra et al. (2002) se zabyvala hypotézou, Ze mlé¢né proteiny nebo
jejich hydrolyzaty mohou regulovat expresi stftevniho mucinu. Tato hypotéza byla zkoumana
v izolovaném vaskularnim perfundovaném (promyvaném) krysim jejunu (lacniku) za pouZiti
enzymu-linked immunosorbentassay pro krysi sttevni mucin. Po aplikaci hydrolyzatu kaseinu
se znacn¢ stimulovala sekrece mucinu v krysim jejunu (maximalni odezva na 417 % kontrol).
Hydrolyzat laktalbuminu (5%) také vyvolal zvySenou expresi mucinu. Naproti tomu kasein a
smes aminokyselin byly bez ucinku, také kufeci vajeCny albumin a jeho hydrolyzat nebo
hydrolyzat masa nezménily uvolfiovani mucinu ve stfevu. Beta-casomorphin-7, opioidni
peptid, ktery se uvolni z beta-kaseinu po poziti mléka, vyvolava silnou sekreci mucinu a
intraarterialni B-casomorphin-7 vyrazné€ zvysil sekreci mucinu (Claustre et al., 2002).

Zoghbi et al. (2005) zkoumajici beta-casomorphin-7 prokazali, ze opioidni peptid
siln¢ stimuluje sekreci mucinu v krysim jejunu pies nervové drahy a aktivaci opioidniho
receptoru. V této studii byl zkoumén vliv B-casomorphinu-7 v in vitro podminkach u krys a v
lidskych stfevnich mucin-produkujicich buikach (DHE a HT29-MTX) s pouZitim
kvantitativni a semikvantitativni qRT-PCR a ELISA, zda-li mohou pisobit pfimo na
poharkové buiiky stieva. Pfitomnost u opioidnich receptor byla demonstrovana u potkant na
pohéarkovych bunikkdch v horni polovin€ krypty tenkého stieva a ve dvou bunéénych linii
pomoci imunohistochemie a qRT-PCR. V krysich DHE buiikach B- casomorphin-7 zvysil
expresi krysiho mucinu 2 (rMUC) a rtMUC3, ale ne rMUCI1, rtMUC4 a rtMUCS5AC. Tento
ucinek byl zavisly na davce a Case. Sekrece mucinu se po 8 hodindch stimulace maximalné
zvysila. V lidskych buiikdch HT29-MTX B-casomorphin-7 (10-4 M) se vyrazn€ zvysil
hladinu mRNA MUCS5AC a sekreci tohoto mucinu. Zavérem lze fici, B-casomorphin-7 miize
vyznamné piispét k expresi mucinu prostiednictvim pfimého ucinku na poharkové buiky

stteva a aktivaci p-opiatovych receptorti (Zoghbi et al., 2005).
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8 Zavér

Predpokladand hypotéza, Ze pfitomnost mléka a jeho slozek v modelu zvySuje expresi
a sekreci mucinu MUC-2, byla provedenym experimentem potvrzena. Vysledky analyzy
qRT-PCR pro &tyfi rizné geny mucinu (MUC2, MUC3, MUC13 a MUC17) ukazuji, Ze po
kontaktu bunék s hydrolyzitem mléka se exkrece mucinli prokazatelné¢ zvySila a to az
nekolikrat oproti béznému fyziologickému stavu.

Zajimavé by bylo tuto analyzu provést i pro dalsi druhy mléka, a porovnat tak G¢inky
kravského mléka napftiklad s jinym ZivociSnym mlékem a se zastupci rostlinnych mlék jako je

sojoveé nebo ryzové mléko.
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10 Seznam zkratek

ATCC - American Type Culture Collection

cDNA- Copmlementary deoxyribonucleic acid; Komplementarni deoxyribonukleova
kyselina

CRF - Corticotrophin- releasing hormone; Kortikotropin uvoliiujci hormon

CVD- Cardiovascular disease; Kardiovaskularni onemocneni

DASH- Dietary approaches to stop hypertension; Dietni pfistup k Stop Hypertenze

DHE- Dihydroergotamin

DLCO- Diffusing capacity for carbon oxide; Difuzni kapacita pro oxid uhelnaty

DMBTI- Deleted in malignant brain tumors 1 protein; Odstranéni v malignich naddorech

mozku 1 protein

DMEM- Dulbeccem modifikované Eaglové médiu

DMSO- Dimetylsulfoxid

E. coli- Escherichia coli

EGF- Epidermal growth factor; Epidermalni rastovy faktor

ELISA - Enzyme-linked immuno sorbent assay; Analyticka metoda vyuZzivana ke

kvantitativnimu stanoveni riznych antigent.

EPS- Exopolysacharidy

FBS- Fetal Bovine Serum; Fetalni hovézi sérum

FEV1 - Tiffenativ index, usilovna vitalni kapacita za 1 sekundu

FISH - Fluorescent in situ hybridization; Fluorescencni in situ hybridizace

GalNAc- N-acetylgalaktosamin

GI- Gastrointestinal; Gastrointestinalni

GIT- Gastrointestinal tract, Gastrointestinalny trakt

ICso- Maximalni inhibi¢ni koncentrace poloviny

IGF- Insulin-like growth factor-1; Inzulin podobny rastovému faktoru
IgG- Immunoglobulin G; Imunoglobulin G

MDa - Molekularni hmotnost

MTT- Test na metabolicku aktivitu buniek

NIDO-AMOP-vWD- Membrana chrakteristicka pro membranovy mucin MUC4
NUNC 96-  Desticky 96-ti jamkové pro PCR Multiply Sarstedt
PBS- Phoshphate buffered saline; Fyziologicky roztok pufrovany fosfatem



PDZ-
PS-

PTS-
qRT-PCR -

RT-PCR-

RNA-
rRNA-
SD-
SDF-
SEA-

SFA-
SGF-
TRS-
UHT-
VNTRs-

vWD -

B-CM-7-

Proteinové domény zapojeny do ukotveni na cytoskelet

Fosfatidylserin

Prolin, serin a threonin

Quantitative real-time polymerase chain reaction; Kvantitativni polymerazova
fetézova reakce v redlnim Case

Reverse transcription polymerase chain reaction; Reverzné transkripéni
polymerdzové fetézova reakce

Ribonucleic acid; Ribonukleova kyselina

Ribozhom ribonucleic acid; Ribozomadlni ribonukleova kyselina

Standard deviation; Standardni odchylka

Simulated duodenal fluid; Simulované duodenélni stavy

Domain Sperm protein, Enterokinase and Agrin; Doména pojmenavana podle
proteiny spermie, enterokindza a agrin

Saturated fatty acids; Nasycené mastné kyseliny

Simulated gastric fluid; Simulované Zalude¢ni tekutiny

Tandem repeat sequences; Tandemové opakovani aminokyselinovych sekvenci
Ultra high temperature; Mimotadné vysoka teplota zpracovani

Variable number tandem repeat sequences; Variabilni pocet tandemovych
opakovani

Von Willebrand factor type D domain; Von Willebrandiv faktor typu D
domény

[-casomorphin-7
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