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B-bunécny aktivujici faktor pro zvyseni slizni¢ni imunity kojencti a ptipravek jej obsahujici

Oblast techniky

Predkladany vyndlez se tykd B-bunééného aktivujiciho faktoru (BAFF, B-cell activating

factor) pro pouziti pro zvyseni imunity kojenct: a ptipravk@ BAFF obsahujicich.

Dosavadni stav techniky

B lymfocyty hraji vyznamnou Glohu v rdmci protilatkové i bunééné imunitni odpovédi.
Nezralé B lymfocyty vznikaji v kostni dfeni a migruji do sleziny, kde hovofime o tzv.
prechodnych B burikach a ¢ast z nich se diferencuje do podoby zralych B lymfocyti. Pro
normalni vyvoj B lymfocytii je zasadni pfitomnost B-bun&ného aktivujiciho faktoru (BAFF).
BAFF je rovn€z znam jako BlyS, TALL-1, zZTNF4 a THANK, a je ¢lenem nadrodiny
TNFSF13B) nekrotického faktoru tumorti (TNF, tumor necrosis factor).

BAFF aktivuje v B lymfocytech tvorbu specifickych typd protilatek tiidy IgG, IgA a IgE. Zda
se, Zze odchylky v signalizaénich drahach B lymfocytd, které vyZzaduji BAFF, tzce souviseji
s fadou onemocnéni, napt. alergiemi, autoimunitnimi chorobami, infekcemi i n¢kterymi
nadorovymi onemocnénimi, u kterych dochazi k dysregulaci jak bun&éné, tak humoralni
imunity (Cerutti A, Puga I, Cols M: Innate control of B cell responses. Trends Immunol. 2011
May;32(5):202-11; Lied GA, Berstad A.: 48. Functional and clinical aspects of the B-cell-
activating factor (BAFF): a narrative review. Scand J Immunol. 2011 Jan;73(1):1-7.; Cancro
MP: The BLyS family of ligands and receptors: an archetype for niche-specific homeostatic
regulation. Immunol Rev. 2004 Dec;202:237-49.).

VSeobecné je znamo, ze slizni¢ni imunita travici trubice u déti v kojeneckém véku krmenych
umélou vyZivou je oproti détem kojenym naruiena, coZ zpisobuje vyznamng vyssi vyskyt

infekei zazivaciho traktu u nekojenych déti.

Podstata vynélezu

Pfedmétem predkliadaného vynalezu je B-buné¢ny aktivujici faktor (BAFE) pro pouziti pro

zvySeni slizni¢ni imunity déti v kojeneckém véku.
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Pfedmétem predkladaného vynalezu je pouziti B-bunééného aktivujiciho faktoru (BAFF) pro

vyrobu piipravku pro zvySeni slizni¢ni imunity déti v kojeneckém véku.

Predmétem predkladaného vyndlezu je dale zpisob zvySeni slizni¢ni imunity déti
v kojeneckém véku, pfi némz se détem v kojeneckém véku podava B-bunéény aktivujici

faktor (BAFF).

Kojenecky veék odpovida vékovému rozmezi 0 azZ 2 roky.

V ramci predklddaného vynalezu bylo nové zjisténo, Ze BAFF se vyluCuje u ¢lovéka ve
znatném mnozstvi do matefského mléka. Hladiny BAFF v matefském mléce dosahuji
v Casném poporodnim obdobi extrémnich hodnot, 25x pievySujicich cirkulujici hodnoty
v séru matky, a tyto hladiny postupné béhem kojeni exponencialné klesaji. P¥itomnost BAFF
v kolostru poskytuje silny matura¢ni signal pro B lymfocyty v ¢asném postnatalnim obdobi,
pficemz dulezitost tohoto signdlu klesd s dobou uplynulou od porodu spoleéné s ristem
specifické imunity potomstva. Protoze BAFF se ucastni fyziologického piepnuti tvorby
protilatek na podtypy IgG, IgA a IgE, coZ je mechanismus, kterym dochazi ke zméné mistné
vytvarenych protilatek, uvoliiovani BAFF do matetfského mléka ovlivni B lymfocyty slizniéni
lymfoidni tkané¢ travici trubice (GALT) novorozencli, coz ditéti poskytuje vyznamnou
ochranu pied infekci zvnéj$iho prosttedi. BAFF zpisobuje akumulaci a maturaci B

lymfocytii u novorozence i zvyS$enou intestinalni produkci IgA v GALT.

Déle je pfedmétem predkladaného vynalezu piipravek pro peroralni podani uréeny pro
stimulaci slizni¢ni imunity déti kojeneckého véku obsahujici BAFF. S vyhodou je takovym

piipravkem umg¢lé kojenecké miéko s obsahem BAFF nebo suspenze BAFF ve vodé.

Pfipravek pro zvySeni slizni¢ni imunity je urcen pro ¢astou umélou détskou vyzivu pro déti v
kojeneckém veku, tj. ve vékovém rozmezi 0 aZ 2 roky. Ve vyhodném provedeni je ptipravek

urcen zejména pro déti ve véku 0 aZ 6 mésicu.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu obsahuje piipravek 200 az 3500 pg BAFF/ml ptipravku,
vyhodnéji 400 az 2500 pg/ml, jesté vyhodnéji 500 az 2000 pg/ml, nejvyhodné&ji 500 nebo
2000 pg/ml.
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Umelé kojenecké mléko je vyrobek na bazi kravského mléka nebo miéka jinych zvitat a/nebo
dal8ich slozek, u kterych bylo prokazano, Ze jsou pouzitelné pro vyzivu kojencii u ¢lovéka.
Umelé mléko pripravené k finalni konzumaci v souladu s pokyny vyrobce by mélo mit
energetickou hodnotu minimalné 250 kJ na 100 ml, pfi¢emz energetick4 hodnota by neméla
piesahnout 295 kJ na 100 ml a na kazdych 100 kcal by mélo obsahovat minimalni az
maximalni hladiny nutrient(i definovanych v tabulce 1 (Koletzko B, Baker S, Cleghorn G,
Neto UF, Gopalan S, Hernell O, Hock QS, Jirapinyo P, Lonnerdal B, Pencharz P, Pzyrembel
H, Ramirez-Mayans J, Shamir R, Turck D, Yamashiro Y, Zong-Yi D.: Global standard for the
composition of infant formula: recommendations of an ESPGHAN coordinated international
expert group. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2005 Nov;41(5):584-99).

Codex Aliemantarius Vyboru pro potraviny a zemédélstvi Organizace spojenych narodi ve
spolupraci se Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) dlouhodobé vyviji standardy pro
potraviny i pfipravuje souvisejici texty, tak, aby bylo chranéno zdravi konzumenta a aby se
zajistily globalné adekvétni vyrobni procesy. Standard Codexu tykajici se umélého mléka byl
pfijat vroce 1981 na zékladé védeckych poznatki ziskanych v 70. letech 20. stoleti a
v soucasnosti podléha piezkoumani. Jako soucast tohoto procesu pozadala komise Codexu
vroce 2004 nutricni vybor ESPGHAN, aby zahdjil proces konzultace s mezinarodni
védeckou komunitou, tak, aby doslo kvytvofeni novych pozadavki na zastoupeni
jednotlivych latek v matefském mléce, které by lépe odraZely soucasny stav poznani na tomto
védeckém poli. Vybor ESPGHAN vytvotil mezinarodni expertni skupinu, kterd vytvofila
v roce 2005 nova doporuceni tykajici se slozeni umélého mléka (Tabulka 1).

SloZeni umélych kojeneckych mlék jsou tedy odbornikim v daném oboru dobie zndma.

Tabulka 1: Doporucené standardy pro pfipravu umélého mléka dle ESPGHAN

Slozka jednotka minimum maximum
Energie kcal/100 ml 60 70
Kravsky mlécny
. g/100 kcal 1,8 3
protein
Celkovy tuk g/100 kcal 4,4 6,0
kyselina linolenova g/100 kcal 0,3 1,2
kyselina alfa-
mg/100 kcal 50 -

linolenova

pomér linolenova / 5:1 15:1
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alfa-linolenova

kyselina
laurova a myristova
kyselina % v tuku NS 20
trans-mastne
kyseliny % v tuku NS 3
erukova kyselina % v tuku NS 1
celkové sacharidy g/100 kcal 9 14
vitamin A ug RE/ 100 kcal 60 180
vitamin D3 ptg / 100 kcal 1 2,5
vitamin E mg alfa-TE/ 100 kcal 0,5 5
vitamin K ug / 100 kcal 4 25
thiamin pg / 100 kcal 60 300
riboflavin png / 100 kcal 80 400
niacin ug / 100 kcal 300 1500
vitamin B6 ug / 100 kcal 35 175
vitamin B12 ug / 100 kcal 01 0,5
kyselina listova ug / 100 kcal 400 2000
kyselina
pantothenové ug / 100 kcal 10 50
vitamin C mg / 100 kcal 10 30
biotin ug / 100 kcal 1,5 7,5
Zelezo mg / 100 kcal 0,3 1,3
vapnik mg / 100 kcal 50 140
fosfor mg / 100 kcal 25 90
pomér
vapnik/fosfor mg/me t “
horc¢ik mg / 100 kcal 5 15
sodik mg / 100 kcal 20 60
chlorid mg / 100 kcal 50 160
draslik mg / 100 kcal 60 160
mangan ug / 100 kcal 1 50




fluor ug / 100 kcal NS 60
jod ug / 100 kcal 10 50
selen ug / 100 kcal 1 9
méd’ ug / 100 kcal 35 80
zinek mg / 100 kcal 0,5 1,5
cholin mg / 100 kcal 7 50
myoinositol mg / 100 kcal 4 40
L-karnitin mg / 100 kcal 1,2 NS

Pozn.: NS = nespecifikovano

Vzhledem k tomu, Ze obecnym trendem pfi vyrobé umélého mléka je maximalni podobnost
s mlékem matefskym, je vhodné, aby hladiny BAFF vumélém mléce napodobovaly
dynamiku hladin v mléce matefském: proto je obzvlasté vyhodné, aby piipravky podle
predloZeného vynélezu, jednd-li se o uméla kojenecka mléka, obsahovaly 1500 az 3500 pg
BAFF/ml mléka, s vyhodou 2000 pg/ml pro déti ve véku 0 aZ 3 mésice, a 400 az 800 pg/ml,

s vyhodou 500 pg/ml, pro déti ve véku 3 az 6 mésicii.

Ptipravky podle vynélezu jsou vhodné zejména pro stimulaci slizni¢ni imunity nedonosenych
novorozenct a nekojenych novorozenci i starSich déti kojeneckého véku krmenych umélym

kojeneckym mlékem. Obzvlasté velky u€inek maji p¥ipravky u déti ve véku 0 az 6 mésica.
Vyhodou fortifikace kojeneckého mléka BAFF je rychlé nastartovani adekvatni slizni¢ni
imunity ditéte, ustaveni adekvatniho mikrobiomu i rychly rozvoj tolerance traviciho traktu

ditéte vuci jednotlivym slozkdm umeélého mléka.

Ptehled obrazki

Obr. 1 znazorfiuje obsah BAFF v krevnim séru kojicich matek v zavislosti na ¢ase od porodu.
Obr. 2 znazortiuje obsah BAFF v matefském mléce kojicich matek v zavislosti na ¢ase od

porodu.
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Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Od sedmi kojicich Zen byly ziskany vzorky matefského mléka a periferni Zilni krve, pficemz
tyto Zeny mély spontanni, nekomplikované, fyziologické téhotenstvi a velikost novorozenci
byla pfimérend gestatnimu véku (AGA). Vzorky byly odebirany vidy ve dv011c1 materske
mléko- 21ln1 krev matky, a to v dobé€ porodu (bylo-li uz mléko pfitomno), v den 113 12114 287
30, 88; 90 a 1781180 po porodu, pfi¢emZ bé¢hem celého trvani studie byly déti pouze plné
kojeny. Kritéria pro zafazeni do studie zahrnovala: A) spontanni poceti, B) nekomplikované
jednocetné téhotenstvi, C) spontanni, nekomplikovany porod, D) normalni vysledky
peroralniho glukézového tolerancéniho testu (oGTT) mezi 24;58 tydnem téhotenstvi na
zéklade€ definice WHO a E) velikost plodu pfiméfenou gestaénimu staii (AGA). Studie byla
schvdlena Etickou komisi lékaiské fakulty Masarykovy univerzity v Brné v souladu
s Helsinskou deklaraci. Mléko bylo odebirdno manudlni extrakci z obou prsi v danych
Casovych bodech studie, pficemz bylo-li to mozné, bylo odebirdno 5 ml mléka (zejména
v Casovém bod€ 1 a 2 bylo odebirano tolik kolostra, kolik bylo mozné). Koncentrace proteinu
BAFF v matefském séru a mléce byly stanoveny s pouZitim testovaci soupravy BAFF ELISA
(R&D Systems, Inc. Minneapolis, USA) podle pokynt vyrobce. Rozmrazené vzorky mléka
byly nejdiive zbaveny lipidi centrifugaci pfi 12000xg po dobu 15 min pfi 0 °C a poté
roziedény az 40krat kalibraénim fedidlem v duplikétech pro testovaci rozmezi (62,5 az 4000
pg/ml). Koeficienty variace mezi testy a v ramci testu (CV) byly u BAFF v mateiském mléce
<6,0% a v matefském séru <9,0%, s detekénim limitem 3,38 pg/ml.

Analyza proteinu BAFF v matefském séru u celé studované skupiny Zen po celé obdobi
neprokazala vyznamné rozdily v koncentracich BAFF mezi sledovanymi ¢asovymi body
[F(5;38) = 3,09, p = 0,68], oviem koncentrace v matefském mléce se béhem trvani studie
dramaticky ménily [F(5;42) = 33,08, p = 0,0000001]. Pozorovali jsme konzistentni piitomnost
BAFF v matefském mléce, pficemz primérna koncentrace BAFF v mléce byla v dobé porodu .
pfiblizné 25x vyssi nez v séru [prumér £ SD: 32706+26172 pg/ml], 6x vyssi v den 14§
[pramér + SD: 8769+ 2481 pg/ml] a piiblizné stejnd v mléce a matefském séru v den 12;{4
[praimér £ SD: 1493 + 892 pg/ml], nésledné hladiny BAFF v mléce klesly pod uroven
pozorovanou v periferni krvi matky [pramér £ SD: 1091 + 526 pg/ml} v den 28330 [prumer
+ SD: 445 + 245 pg/ml] v den 88,-90 a [prameér £ SD: 354 + 335 pg/ml] v den 178- 180
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V prilozenych grafech jsou znadzornény zmény obsahu BAFF v krevnim séru (Obr. 1) a

v matefském mléce (Obr. 2) ve sledovaném obdobi.

Ptiklad 2

Slozeni piipravku na bazi umélého kojeneckého mléka pro ¢asnou umélou vyzivu (do konce

druhého mésice po porodu). Umélé kojenecké mléko se pfipravuje zpisoby dobfe znamymi

odbornikovi v oboru.

Minimalni obsah Maximalni obsah
Slozka jednotka
slozky slozky
Energie kcal/100 ml 60 70
Kravsky mlécny
g/100 kcal 1,8 3
protein
Celkovy tuk g/100 kcal 4,4 6,0
kyselina linolenova g/100 kcal 0,3 1,2
kyselina alfa-
mg/100 kcal 50
linolenova
pomér linolenova /
alfa-linolenova 5:1 15:1
kyselina
laurova a myristova
% v tuku NS 20
kyselina
trans-mastné
% v tuku NS 3
kyseliny
erukova kyselina % v tuku NS 1
celkové sacharidy g/100 kcal 9 14
vitamin A ug RE/ 100 kcal 60 180
vitamin D3 ig / 100 kcal 1 2,5
vitamin E mg alfa-TE/ 100 kcal 0,5 5
vitamin K g / 100 kcal 4 25
thiamin ug / 100 kcal 60 300




riboflavin ug / 100 kcal 80 400
niacin ug / 100 kcal 300 1500
vitamin B6 ug / 100 kcal 35 175
vitamin B12 ug / 100 kcal 0,1 0,5
kyselina listova ug / 100 kcal 400 2000
kyselina
pantothenova g / 100 keal 10 >0
vitamin C mg / 100 kcal 10 30
biotin ug / 100 kcal 1,5 7,5
Zelezo mg / 100 kcal 0,3 1,3
vapnik mg / 100 kcal 50 140
fosfor mg / 100 kcal 25 90
pomér
vapnik/fosfor me / me t #
hor¢ik mg / 100 kcal 5 15
sodik mg / 100 kcal 20 60
chlorid mg / 100 kcal 50 160
draslik mg / 100 kcal 60 160
mangan g / 100 kcal 1 50
fluor g / 100 kcal NS 60
jod g / 100 kcal 10 50
selen ug / 100 kcal 1 9
méd’ ug / 100 kcal 35 80
zinek mg / 100 kcal 0,5 1,5
cholin mg / 100 kcal 7 50
myoinositol mg / 100 kcal 4 40
L-karnitin mg / 100 kcal 1,2 NS
BAFF g/ ml hotového 2000 3500

mléka




Priklad 3

SloZeni piipravku na bazi umélého kojeneckého mléka pro pokracovaci umélou vyzivu (od
konce druhé¢ho mésice po porodu). Umélé kojenecké mléko se piipravuje zpusoby dobie

znamymi odbornikovi v oboru.

Minimalni obsah Maximalni obsah
Soucast jednotka
slozky slozky
Energie kcal/100 ml 60 70
Kravsky mléény
g/100 kcal 1,8 3
protein
Celkovy tuk g/100 kcal 4,4 6,0
kyselina linolenova g/100 kcal 0,3 1,2
kyselina alfa-
mg/100 kcal 50 -
linolenova
pomér linolenova /
alfa-linolenové 5:1 15:1
kyselina
laurova a myristova
% v tuku NS 20
kyselina
trans-mastné
% v tuku NS 3
kyseliny
erukova kyselina % v tuku NS 1
celkové sacharidy g/100 kcal 9 14
vitamin A ug RE/ 100 kcal 60 180
vitamin D3 ug / 100 Kkcal 1 2,5
vitamin E mg alfa-TE/ 100 kcal 0,5 5
vitamin K png / 100 kcal 4 25
thiamin ug / 100 kcal 60 300
riboflavin ug / 100 kcal 80 400
niacin ug / 100 kcal 300 1500
vitamin B6 ug / 100 kcal 35 175




. 10

% FE L

vitamin B12 ug / 100 kcal 0,1 0,5
kyselina listova ug / 100 kcal 400 2000
kyselina
pantothenové ug / 100 kcal 10 50
vitamin C mg / 100 kcal 10 30
biotin ug / 100 kcal 1,5 7,5
zelezo mg / 100 kcal 0,3 1,3
vapnik mg / 100 kcal 50 140
fosfor mg / 100 kcal 25 90
pomér
vapnik/fosfor me / me t #
horcik mg / 100 kcal 5 15
sodik mg / 100 kcal 20 60
chlorid mg / 100 kcal 50 160
draslik mg / 100 kcal 60 160
mangan ng / 100 kcal 1 50
fluor ug / 100 kcal NS 60
jod ug / 100 kcal 10 50
selen ug / 100 kcal 1 9
méd’ ug / 100 kcal 35 80
zinek mg / 100 kcal 0,5 1,5
cholin mg / 100 kcal 7 50
myoinositol mg / 100 kcal 4 40
L-karnitin mg / 100 kcal 1,2 NS
BAFF pe/ mihotového 500 800

mléka
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PATENTOVE NAROKY

I. Pouziti B-bunétného aktivujiciho faktoru pro vyrobu piipravku pro zvyseni slizniéni

imunity déti v kojeneckém véku.

2. Pripravek pro perordlni podani uréeny pro stimulaci slizni¢ni imunity d&ti kojeneckého

veku, vyznaleny tim, Ze obsahuje B-bun&ny aktivujici faktor.

3. Pripravek podle naroku 2, vyznaceny tim, Ze pfipravkem je kojenecké miéko obsahujici B-

bunéény aktivujici faktor.

4. Pripravek podle naroku 2, vyznaceny tim, Ze ptipravkem je suspenze B-bun&ného

aktivujiciho faktoru ve vods.

5. Pripravek podle naroku 2, vyznaceny tim, Ze obsahuje 200 az 3500 pg B-bun&ného

aktivujiciho faktoru /ml pﬁpfavku.

6. Pripravek podle naroku 5, vyznadeny tim, Ze obsahuje 400 az 2500 pg B-bunééného

aktivujiciho faktoru /ml ptipravku.
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