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(57) Anotace:
Reseni se tyka pouziti B-bun&eného aktivujiciho faktorupro
vyrobu piipravku pro zvyseni slizni¢ni imunity déti v
kojeneckém veku. Dale fedeni popisuje ptipravek pro
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kojeneckého véku, ktery obsahuje B-buné&ny aktivujici faktor
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B-bunéény aktivujici faktor pro zvySeni slizni¢ni imunity kojenci a pripravek jej obsahu-
jici

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka B-buné&&ného aktivujiciho faktoru (BAFF, B—cell activating factor)
pro pouZiti pro zvyseni imunity kojenci a ptipravki BAFF obsahujicich.

Dosavadni stav techniky

B lymfocyty hraji vyznamnou Glohu v ramci protilatkové i bun&né imunitni odpovédi. Nezralé
B lymfocyty vznikaji v kostni dfeni a migruji do sleziny, kde hovofime o tzv. piechodnych
B bunkach a ¢ast z nich se diferencuje do podoby zralych B lymfocytd. Pro normalni vyvoj B
lymfocytl je zdsadni pritomnost B-bunééného aktivujiciho faktoru (BAFF). BAFF je rovnéz
znam jako BlyS, TALL-1, zZTNF4 a THANK, a je ¢lenem nadrodiny TNFSF13B) nekrotického
faktoru tumor@ (TNF, tumor necrosis factor).

BAFF aktivuje v B lymfocytech tvorbu specifickych typl protilatek tiidy IgG, IgA a IgE. Zd4 se,
Ze odchylky v signaliza¢nich drahach B lymfocyt, které vyzaduji BAFF, Gzce souviseji s fadou
onemocnéni, napf. alergiemi, autoimunitnimi chorobami, infekcemi i nékterymi nadorovymi
onemocnénimi, u kterych dochazi k dysregulaci jak buné¢né, tak humorélni imunity (Cerutti A,
Puga 1, 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 vyZzivou je oproti détem kojenym naru$ena, coz zplisobuje vyznamné vy3si vyskyt infekci
zazivaciho traktu u nekojenych déti.

Podstata vynalezu

Pfedmétem predkladaného vynalezu je B-buné&ny aktivujici faktor (BAFF) pro pouziti pro
zvySeni slizni¢nif imunity déti v kojeneckém véku.

Predmétem piedkladaného vynélezu je pouziti B—-bunééného aktivujiciho faktoru (BAFF) pro
vyrobu ptipravku pro zvyseni slizniéni imunity déti v kojeneckém véku.

Predmétem predkladaného vynalezu je dale zpisob zvyseni slizni¢ni imunity déti v kojeneckém
veku, pfi némz se détem v kojeneckém véku podava B-bunéény aktivujici faktor (BAFF).

Kojenecky vék odpovida veékovému rozmezi 0 az 2 roky.

V ramei ptedkladaného vynalezu bylo nové zjisténo, ze BAFF se vyluduje u ¢lovéka ve znaéném
mnozstvi do matefského mléka. Hladiny BAFF v matefském mléce dosahuji v &asném poporod-
nim obdobi extrémnich hodnot, 25x prevySujicich cirkulujici hodnoty v séru matky, a tyto hladi-
ny postupné béhem kojeni exponencialné klesaji. Pfitomnost BAFF v kolostru poskytuje silny
maturacni signal pro B lymfocyty v ¢asném postnatalnim obdobi, pficemz dilezitost tohoto
signalu klesd s dobou uplynulou od porodu spole¢ng s riistem specifické imunity potomstva.
Protoze BAFF se G¢astni fyziologického prepnuti tvorby protildtek na podtypy IgG, IgA a IgE,
coZ je mechanismus, kterym dochazi ke zméné mistné vytvaienych protilatek, uvoliiovani BAFF
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do mateiského mléka ovlivni B lymfocyty slizni¢ni lymfoidni tkang travici trubice (GALT) novo-
rozenct, coz ditéti poskytuje vyznamnou ochranu pred infekci z vnéjsiho prostfedi. BAFF
zpusobuje akumulaci a maturaci B lymfocyti u novorozence i zvy$enou intestinalni produkci IgA
v GALT.

Dale je predmétem predkladaného vynalezu pripravek pro peroralni podani urSeny pro stimulaci
slizniéni imunity déti kojeneckého véku obsahujici BAFF. S vyhodou je takovym pripravkem
umélé kojenecké mléko s obsahem BAFF nebo suspenze BAFF ve vode.

Piipravek pro zvySeni slizni¢ni imunity je uréen pro Castou umélou détskou vyzivu pro déti
v kojeneckém véku, tj. ve vékovém rozmezi 0 az 2 roky. Ve vyhodném provedeni je pripravek
uréen pro déti ve véku 0 az 6 mésica.

Ve vyhodném provedeni vynalezu obsahuje piipravek 200 az 3500 pg BAFF/ml ptipravku,
vyhodn&ji 400 az 2500 pg/ml, je3té vyhodngji 500 az 2000 pg/ml, nejvyhodnéji 500 nebo
2000 pg/ml.

Umélé kojenecké mléko je vyrobek na bazi kravskeho mléka nebo miéka jinych zvifat a/nebo
dalsich slozek, u kterych bylo prokdzéno, Ze jsou pouZitelné pro vyZivu kojenct u clovéka.

Umélé mléko pripravené k finalni konzumaci v souladu s pokyny vyrobce by mélo mit energe-
tickou hodnotu minimalné 250 kJ na 100 ml, pfiGemZ energeticka hodnota by neméla presdhnout
295 kJ na 100 ml a na kazdych 100 kcal by mélo obsahovat minimalni az maximalni hladiny
nutrientd 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, Truck 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 zemé&délstvi Organizace spojenych narodil ve
spolupraci se Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) dlouhodobé vyviji standardy pro potra-
viny i pfipravuje souvisejici texty, tak, aby bylo chranéno zdravi konzumenta a aby se zajistily
globalné adekvatni vyrobni procesy. Standard Codexu tykajici se um&lého mléka byl pfijat v roce
1981 na zaklade védeckych poznatki ziskanych v 70. letech 20. stoleti a v soucasnosti podléha
piezkouméni. Jako souast tohoto procesu pozadala komise Codexu v roce 2004 nutriéni vybor
ESPGHAN, aby zahajil proces konzultace s mezinarodni védeckou komunitou, tak, aby do$lo
k vytvofeni novych pozadavkii na zastoupeni jednotlivych latek v matefském mléce, které by
lépe odrazely sougasny stav poznani na tomto védeckém poli. Vybor ESPGHAN vytvofil mezi-
narodni expertni skupinu, ktera vytvofila v roce 2005 nova doporudeni tykajici se slozeni umélé-
ho mléka (Tabulka 1).

Slozeni umé&lych kojeneckych mlék jsou tedy odbornikim v daném oboru dobfe zndma.
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Tabulka 1: Doporuéené standardy pro pripravu umélého mléka dle ESPGHAN

Slozka jednotka minimum maximum
Energie kcal/100 ml 60 70
Kravsky rr.llé(':n}'l 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-
linolenova mg/100 kcal 50 -
pomér linolenova / 5:1 15:1
alfa-linolenova
kyselina
laurova a myristova
kyselina % v tuku NS 20
trans-mastné
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 ug / 100 kcal 1 2,5
vitamin E mg alfa-TE/ 100 kcal 0,5 5
vitamin K ug / 100 kcal 4 25
thiamin ug / 100 kcal 60 300
riboflavin ug / 100 kcal 80 400
niacin 18 / 100 keal 300 1500
vitamin B6 ug / 100 keal 35 175
vitamin B12 ug / 100 kcal 0,1 0,5
kyselina listova ug / 100 keal 400 2000
parll(tyostiler:livé 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
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pomer mg / mg 1:1 2:1
vapnik/fosfor
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 pg / 100 kcal 1 50
fluor ug / 100 kcal NS 60
jod ug / 100 kcal 10 50
selen pg / 100 kcal 1 9
méd’ pg / 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, e obecnym trendem pii vyrobé umélého miéka je maximalni podobnost
s mlékem matetskym, je vhodné, aby hladiny BAFF v umélém mléce napodobovaly dynamiku
hladin v mléce matefském: proto je obzvlasté vyhodné, aby piipravky podle predloZeného vyna-
lezu, jedna-li se o uméld 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 mésicu.

Pripravky podle vynalezu jsou vhodné zejména pro stimulaci slizni¢ni imunity nedonosenych
novorozencli a nekojenych novorozencl i starSich déti kojeneckého véku krmenych umélym
kojeneckym mlékem. Obzvlasté velky G¢inek maji piipravky u déti ve véku 0 az 6 mésicu.
Vyhodou fortifikace kojeneckého mléka BAFF je rychlé nastartovani adekvatni slizni¢ni imunity
ditéte, ustaveni adekvatniho mikrobiomu i rychly rozvoj tolerance traviciho traktu ditéte vaci jed-
notlivym slozkam umélého mleka.

Piehled obrazki

Obr. 1 znazoriiuje obsah BAFF v krevnim séru kojicich matek v zavislosti na ¢ase od porodu.

Obr. 2 znazoriiuje obsah BAFF v matefském mléce kojicich matek v zavislosti na ¢ase od poro-
du.
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Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Od sedmi kojicich zen byly ziskany vzorky matefského mléka a periferni Zilni krve, pri¢emz tyto
zeny mély spontanni, nekomplikované, fyziologické tehotenstvi a velikost novorozencii byla
pfimeéfend gestaénimu véku (AGA). Vzorky byly odebirany vidy ve dvojici matetfské mléko—
Zilnf krev matky, a to v dob& porodu (bylo-li uz miéko pritomno), v den 1 az 3, 12 az 14, 28 az
30, 88 az 90 a 178 az 180 po porodu, piicemz b&hem celého trvani studie byly déti pouze plné
kojeny. Kritéria pro zatazeni do studie zahrnovala: A) spontanni poceti, B) nekomplikované jed-
nocetné tehotenstvi, C) spontanni, nekomplikovany porod, D) normalni vysledky peroralniho
gluk6zového toleranéniho testu (0GTT) mezi 24 az 28 tydnem téhotenstvi na zakladé definice
WHO a E) velikost plodu pfiméienou gestadnimu stafi (AGA). Studie byla schvalena Etickou
komisi Iékarské fakulty Masarykovy univerzity v Brné v souladu s Helsinskou deklaraci. MIéko
bylo odebirdno manuélni extrakei z obou prsii v danych ¢asovych bodech studie, pficemz bylo-li
to mozné, bylo odebirano 5 ml mléka (zejména v Easovém bodé 1 a 2 bylo odebirano tolik kolost-
ra, 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
pokynii vyrobce. Rozmrazené vzorky mléka byly nejdiive zbaveny lipidd centrifugaci pfi
12000xg po dobu 15 min pfi 0 °C a poté roziedény az 40krat kalibradnim fedidlem v duplikatech
pro testovaci rozmezi (62,5 az 4000 pg/ml). Koeficienty variace mezi testy a v ramci testu (CV)
byly u BAFF v matefském mléce <6,0% a v mateiském séru <9,0%, s detekénim limitem
3.38 pg/ml.

Analyza proteinu BAFF v matefském séru u celé studované skupiny Zen po celé obdobi neproka-
zala vyznamné rozdily v koncentracich BAFF mezi sledovanymi &asovymi body [F(5;38) = 3,09,
p = 0,68], ovSem koncentrace v matefském mléce se behem trvani studie dramaticky ménily
[F(5:42) = 33,08, p = 0,0000001]. Pozorovali jsme konzistentni pfitomnost BAFF v matefském
mléce, piicemZ primérna koncentrace BAFF v mléce byla v dobé porodu piblizng 25x vyssi nez
vséru [primér + SD: 32706+£26172 pg/ml], 6x vyssi vden 1 az 3 [pramér + SD: 8769+
2481 pg/ml] a piiblizn€ stejna v mléce a matefském séru v den 12 az 14 [pramér + SD: 1493 +
892 pg/ml], nésledné hladiny BAFF v mléce klesly pod droveii pozorovanou v periferni krvi mat-
ky [primér £ SD: 1091 + 526 pg/ml] v den 28 az 30, [primér + SD: 445 + 245 pg/ml] v den 88
az 90 a [priimér + SD: 354 + 335 pg/ml] v den 178 az 180.

V piilozenych grafech jsou znazornény zmény obsahu BAFF v krevnim séru (Obr. 1) a v matei-
ském mléce (Obr. 2) ve sledovaném obdobi.

Priklad 2

SloZeni pifpravku na bazi umélého kojeneckého mléka pro &asnou umélou vyzivu (do konce

druhého mésice po porodu). Umélé kojenecké mléko se pripravuje zplisoby dobie znamymi
odbornikovi v oboru.
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Minimain{ obsah Maximalni obsah
Slozka jednotka .
slozky slozky
Energie kcal/100 m] 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
erukovi kyselina % v tuku NS 1
celkové sacharidy g/100 kcal 9 14
vitamin A ug RE/ 100 kcal 60 180
vitamin D3 ug / 100 kcal 1 2,5
vitamin E mg alfa-TE/ 100 kcal 0,5 5
vitamin K ug / 100 kcal 4 25
thiamin ug / 100 kcal 60 300
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riboflavin pg / 100 kcal 80 400
niacin ug / 100 kcal 300 1500
vitamin B6 ug / 100 keal 35 175
vitamin B12 ug / 100 keal 0,1 0,5
kyselina listova ug / 100 kcal 400 2000
pa:::)stil]:ivé 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
véapnik mg / 100 kcal 50 140
fosfor mg / 100 kcal 25 90
pomér
vapnik/fosfor me/mg t &
hoi¢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 keal 1 50
fluor pg / 100 kcal NS 60
jod ug / 100 kcal 10 50
selen pg / 100 keal 1 9
méd’ g / 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/ m;lklén::veho 2000 3500
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Piiklad 3

Slozeni piipravku na bazi umg&lého kojeneckého mleka pro pokragovani umélou vyZivu (do konce
druhého mésice po porodu). Umélé kojenecké mléko se piipravuje zplisoby dobfe znamymi
odbornikovi v oboru.

Minimalni obsah Maximaln{ obsah
Soucast jednotka 5
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
pomeér 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 pg RE/ 100 kcal 60 180
vitamin D3 ug / 100 kcal 1 2,5
vitamin E mg alfa-TE/ 100 kcal 0,5 5
vitamin K ug / 100 kcal 4 25
thiamin ug / 100 kcal 60 300
riboflavin ug / 100 kcal 80 400
niacin ug / 100 kcal 300 1500
vitamin B6 pg / 100 keal 35 175
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vitamin B12 ug / 100 kcal 0,1 0,5
kyselina listova ug / 100 kcal 400 2000
parll(tft‘;l:rl::)vé ug / 100 keal 10 50

vitamin C mg / 100 kcal 10 30
biotin ug / 100 keal 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 g/ ms t 1

hot¢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 keal 1 50
fluor ug / 100 kcal NS 60
jod ug / 100 kcal 10 50
selen ug / 100 keal 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 re/ m;:;(::Vého 500 800
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PATENTOVE NAROKY
1. Pouziti B-bun&tného aktivujiciho faktoru pro vyrobu ptipravku pro zvySeni slizni¢ni
imunity déti v kojeneckém véku.

2. Pripravek pro peroralni podani uréeny pro stimulaci slizni¢ni imunity déti kojeneckého
véku, vyznaceny tim, Ze obsahuje B-bunétny aktivujici faktor.

3. Pripravek podle naroku 2, vyznaéeny tim, Ze pfipravkem je kojenecké mléko obsa-
hujici B-bunéény aktivujici faktor.

4. Pfipravek podle naroku 2, vyznaéeny tim, Ze piipravkem je suspenze B—bunétného
aktivujiciho faktoru ve vode¢.

5. Pripravek podle naroku 2, vyznadeny tim, Ze obsahuje 200 az 3500 pg B—buné¢-
ného aktivujiciho faktoru/ml pripravku.

6. Pripravek podle naroku 5, vyznaceny tim, ze obsahuje 400 az 2500 pg B-bunéc-
ného aktivujiciho faktoru/ml pripravku.

1 vykres

-10-
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Dynamika BAFF v krevnim séru matek

&
2
E
%
=
g
=1}
0 13 12-14 28-30 88-90 178-180
Dny po porodu
Obr. 1
80 - Dynamika BAFF v matefském mléce
s 8-
§ ;
E
Z
g
o0
08
0'08 p PR " - v S s et o S s Semers e R e N N
0 13 12-14 28-30 88-90 178-180
Dny po porodu
Obr. 2

Konec dokumentu

211 -




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

