DOI:10.14753/SE.2019.2250

Anyatej oligoszacharidok analitikai jellemzése

Doktori értekezés

Dr. Balogh Réka

Semmelweis Egyetem
Gyogyszerésztudomanyok Doktori Iskola

[ SGEMMELWEIS
| EGYETEM

Témavezet6: Dr. Béni Szabolcs egyetemi docens

Hivatalos biralok: Dr. Zsigrainé dr. Vasanits Aniké egyetemi adjunktus
Dr. Kalasz Huba szaktandcsadé

Szigorlati bizottsdg elndke: ~ Dr. Torok Tamas professzor emeritus
Szigorlati bizottsag tagjai: Dr. Perjési Pal egyetemi tanar
Dr. Ludényi Krisztina egyetemi docens

Budapest
2018



DOI:10.14753/SE.2019.2250

Tartalomjegyzék
1. ROVIAItESEK JEZYZEKE. .. cviiiiiiiiiiiiiie s 4
2. BOVEZEIES ...t bbbt b e nane e 8
3. Trodalmi RATET ..o e 9
3.1. Az anyatej és a kolosztrum fogalma, dsszetétele és a szoptatas.........cceeveerueenne 9
3.1.1. Az anyatej oligoszacharidok kutatasanak rovid torténete ...........ccocueeruennne 9
3.1.2. Az anyate] €s a KOIOSZIUML.......ccccvviiiiiiiiiie e 10
.13, A SZOPLALAS .eoivveeiiiie et 12
3.2. Az anyatej Osszetételének Osszehasonlitdsa mas emldsok tejével.................... 14
3.3. Az oligoszacharidok szerkezeti jellemzEse ..........cocovvvviiiiiiiiiiic i 15
3.4. Az 0ligoszacharidok DiOSZINTEZISE ........cverveeieiieiiieiesiesie e 17
3.5. Az oligoszacharidok metabolizZmusa...........ccoevieiieiiciiccece e 20
3.6. Az oligoszacharidok biolOgial SZEIEPE.......cevueerurieiieriiieiieseesiee et 21
3.6.1. Prebiotikus hatds .......cceoiiiiiiiiiiiiie e 21
3.6.2. Antiadheziv fUNKCIO ........ooiviiiiiiiii e 22
3.6.3. Immunmodulans hatas..........cccociiiiiiiii 24
3.6.4. Nekrotizalo enterokolitisz elleni védelem............cocoovoiiiiiiiiiic 24
3.6.5. Agyi fejlodésben betOItott SZETEP .....evvvvrieiiiiiiiii e 25
3.6.6. Az anyai szervezetre gyakorolt hatasok ..........ccccovviiiiiic 26
3.7. Mesterséges taplalas: az oligoszacharidok pétlasa, a tapszerek dsszetétele ........ 26
3.8. Az oligoszacharidok analitikai vizsgalé modszereinek attekintése ..................... 28
3.8.1. Elvalasztastechnika ..........cccoueiiiiiiiiii e 30
3.8.2. Kapcsolt MOASZEIEK ........ccoeiiiiiiiiiiii e 31
A, CEIKITIZESEK ...ttt sbe e beesneas 34
4.1. A diszacharid épitdelemek vizsgalata............cccovvvviiiiiiiiiiiici 34
4.2. Triszacharidok vizsgalata gazkromatografiaval ............cccceovviviiiniiiiiiinnns 35
0. MOASZETEK ...t 37
5.1. Lakto-N-bioz és N-acetillaktdzamin vizsgalata...........cccevvvereiieeiieeriesiienineninns 37

1



DOI:10.14753/SE.2019.2250

5.1.1. Anyatej mintak, standard anyagok ¢és reagensek............ccccoviviiiiiiiiinnnnn 37
5.1.2. MIUSZETCK ..ottt ettt e e 37
5.1.3.  HILIC MOUSZET...ccveiiiiiiiieiiie ettt sttt st 37
5.1.4.  RP-HPLC MOASZET ......eoiiiiiiiiiiie ittt 37
515, PG o 38
5.1.6.  MintaelOKESZILES .....eiuviriiiiiiiiiiieiee e 39
5.1.7.  MOASzZervalidalas..........ccoviiiiiiiiiiiiii e 41
5.2. Gézkromatografias oligoszacharid analizis...........ccccovvveriiiieniiin i 42
5.2.1. Standardok €s reagensek ..o, 42
5.2.2.  MiINtaClOKESZILES ....c.uviiieieiiiiiieciie e 42
5.2.3.  GC-MS paraméterek bemutatdsa ...........cceerveriieiiiiiieiie e 43
59.2.4.,  MOASZervalidalas. ........cccoiviiiieiiiiiierie e 43

6.  Eredmenyek.......ocoo i 45
6.1. Lakto-N-bidz és N-acetillaktozamin vizsgalata............covvrveierinnienenenennnnean 45
6.1.1. PGC alapll €lVAIASZLAS .....c.eeviiiiiiiciiiece s 45
6.1.2.  MOASZervalidalas..........ccoviiiiiiiiiiiii e 46
6.1.3.  Anyate] mintdk Vizsgalata ...........ccociiiiiiiiiiiesee e 48
6.2. Gazkromatografids oligoszacharid analizis ...........c.cccoovriviiieiiniiniiiiiieieee 49
6.2.1. Standard anyagok vizsgalata ...........c.cceriiiiiiiiiiiii e 49
6.2.2.  MOASZervalidAlas..........ccoiiiiiiiiiiieiiic e 50
6.2.3. Anyate] mintadk vizsgalata ...........ccccviiiiiiiiii 51

T MEEDESZEIES ... 53
7.1. Lakto-N-bioz és N-acetillaktozamin vizsgalata............ccovvvveveriencninininenen, 53
TLL HILIC e 53
7012, RP HPLC ... 55
7.1.3.  PGC alapti elvéalasztas €s problemak...........cccovvviiiiiiiiicniiiiiiecece 57
7.1.4. Validalaskor figyelembe veendd tényezok ..........ccoovviieiiiiiiiniiiicieenn, 62
7.2, 27°-FL €8 3-FL VIZSZAlata.......c.cooiiiiiiieiieesieee e 62



DOI:10.14753/SE.2019.2250

7.2.1. Fragmentacios mintazat €rtelmezeEse. .....cocvvvivviriiiiniiieniiiie e 62
7.2.2.  Kromatografids megfontolasok..........cccooeiiiiiiiiiiiiiice 64

8. KOVEKEZLEIESEK ....o.vviiiiieiiiiic et 66
8.1. Lakto-N-bi6z és N-acetillaktozamin jelenléte az anyatejben .............cc.ccoeeee. 66
8.2.  2’-FL ¢és 3-FL mennyiségi jellemzése, bioldgiai relevancia..........ccccevveieennnne 67

0. OSSZELOGIALAS ....cveveivviecriceeieiete et 68
10, SUMMATY ..o r e sr e 69
11, Trodalomje@yzZEK .......ccciiiiiiiiiii i 70
12, Sajat publikaCiOK JEZYZEKE.......ccviviiiiiiiiiiiic 79
12.1. Az értekezés alapjat képezd kozlemények..........cocveviiiiiniiiiiciiiiee 79
12.2. Mas témakhoz kapcsolodo sajat kozlemények .........ccovvvveiiiiiiciiiiiiienienn 79
13, KOSZONENYIIVANITAS ...oovviiiiiiiicieeee e 80



DOI:10.14753/SE.2019.2250
1. Roviditések jegyzéke

2’-FL — 2’-O-fukozillaktoz

3-FL — 3-O-fukozillaktéz

p4GalT1 — Bl-4-galaktoziltranszferaz

DC-SIGN — dendritikus sejtek felszinén talalhato lektin; a HIV célpontja
DSLNT — diszialillakto-N-tetradz

EIC — extrahalt ion kromatogram

ELSD — elparologtatas utani fényszérasmérésen alapul6 detektor

FAB-MS — gyors atom bombazasos tomegspektrometria

FOS — frukto-oligoszacharid

Fuc — L-fukéz

FUT 2, 3, x — fukoziltranszferaz enzim 2, 3, x

Gal — D-galaktoz

GALT - galaktoz-1-foszfat-uridil-transzferaz/galaktoziltranszferaz enzim

GC - gazkromatografia

Glc — D-gliikoz

GIcNAC — N-acetilgliikozamin

GIcNACT (B3GIcNACT, B6GIcNACT) — N-acetilgliikozaminiltranszferaz enzim
GOS - galakto-oligoszacharid

HILIC — hidrofil interakcion alapul6 folyadékkromatografia

HIV 1, 2 — Human Immunodeficiency Virus 1, 2; szerzett immunhidnyos tiinetegyiittes

HMDS — hexametildiszilazan
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HMO - anyatej oligoszacharid

HPAEC — nagyhatékonysagl anioncseré¢ld kromatografia
HPLC — nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
HPTLC — nagyhatékonysagt vékonyréteg kromatografia
iIGNT — B3GICNACT enzim

IGNT — B6GICNACT enzim

IL-10 — interleukin 10

LacNAc — N-acetillaktozamin

LNB — lakto-N-bi6z

LNFP — lakto-N-fukopentadz

LNNT — lakto-N-neotetradz

LOD — detektalasi/kimutathatosagi hatar

LOQ — kvantifikalasi/mennyiségi jellemzési hatar

LST — monoszialillakto-N-tetraéz

MALDI-FTICR-MS - matrix-segitett 1ézer deszorpcids/ionizacids Fourier transzformécios

ion ciklotron rezonancia tomegspektrometria

MALDI-TOF-MS - matrix-segitett 1ézer deszorpcids/ionizacids repiilési id6 analizatoros

tomegspektrometria

MEKC — micellaris elektrokinetikus kromatografia
MRM — tébbcesatornas reakciokdvetés

MS — tomegspektrometria

NaBH4 — natrium-borhidrid

NaBO2 — natrium-metaborat
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NEC — nekrotizal6 enterokolitisz

Neu5Ac — N-acetilneuraminsav

Neu5Gc — N-glikolilneuraminsav

NMR — magneses magrezonancia spektroszkopia

PAD - pulzal6 amperometrias detektor

PGC — pordzus grafit allofazis

PMP — 1-fenil-3-metil-5-pirazolon

QIT-MS - kvadrupoél-ioncsapda tomegspektrometria

QTOF-MS - kvadrupol-repiilési id6 analizatoros tomegspektrometria
RP-HPLC — forditott fazisti nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
RSD - relativ standard deviacid

RSV — respiratorikus szincicialis virus

Sia — szialsav

ST (ST3Gal4, ST6Gall, ST6GalNach) — szialiltranszferaz enzim és altipusai
TFA — trifluorecetsav

TIC — total ion kromatogram vagy teljes iondram kromatogram

TMS — trimetilszilil

TMSO - trimetilszilil-oxim

TMSOH - trimetilszilanol

TNFa — tumor nekrdzis faktor a

UDP-galaktéz — uridin-difoszfat-galakt6z

WHO — World Health Organization; Egészségiigyi Vilagszervezet
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2. Bevezetés

Az anyatejes taplalds fontossdga napjainkban egyarant jelen van a hétkdznapi
parbeszédekben és a tudomanyos forumokon. Mindez nem véletlen, hiszen egyre tobb kutatas
vilagit ra az anyatej komplex és ,,utanozhatatlan” Gsszetételére, amely szamtalan jotékony

hatasaval a csecsemOk legidealisabb taplalékanak tekinthet6 [1].

Az anyatej a legnagyobb mennyiségben el6forduld lipidek, fehérjék és a laktdoz mellett
ezekkel Osszevethetd, sot a fehérjéket meghaladdo mennyiségben tartalmaz oligoszacharidokat.
Amig az elobbiek foként taplald funkciot toltenek be, addig a fehérjékkel nem konjugalt,
rendkiviil valtozatos szerkezetii oligoszacharidok a csecsemOk szamara emészthetetlenek [2-5].
Jogosan meriil fel a kérdés, hogy ez esetben milyen célbdl talalhatok meg az anyatejben, hiszen
ilyen nagy mennyiségli, haszontalan 0sszetevd eldallitdsa az anyai szervezetnek egyértelmi
energiaveszteség lenne [2]. Az elmult évtizedekben egyre tobb kutatocsoport tiizte ki célul az
egyes oligoszacharidok funkcidjanak megismerését. Ennek koszonhetéen tudjuk, hogy
hozzéjarulnak a csecsemd egészséges bélflorajanak kialakitasahoz, védelmet nyujtanak szamos
korokozo (Campylobacter jejuni, Vibrio cholerae, Streptococcus pneumoniae stb.) ellen,
immunmoduldns hatdssal rendelkeznek, csokkentik a korasziilottek esetében nagy haldlozasi
arannyal jaré nekrotizald enterokolitisz (NEC) kialakulasanak valosziniiségét, hozzajarulnak a
csecsemd agyi fejléddéséhez, sdt még az anyai szervezetben is képesek korokozok elleni védd

funkciot betdlteni [1].

Annak ellenére, hogy egyre tobb oligoszacharid szerkezetét sikeriilt azonositani és
koziiliik néhanyhoz mar konkrét biologiai funkciot is tarsitottak. Az anyatejben eddig
Kimutatott tobb, mint 200 egyedi oligoszacharid koziil még szamos szerkezet esetében nem
tortént meg az izolalast kovetd pontos szerkezetazonositds €s még tobb bioldgiai funkcio
feltdrasa varat magara. Napjainkra a tapszergyartok mar oligoszacharidokkal dusitott
termékekkel probaljak az anyatej egyre jobb és Osszetettebb alternativait nyajtani [6]. Mindez
azonban még gyerekcipOben jar, hiszen a tobb tucat azonositatlan szerkezet, ezek mennyiségi
jellemzodinek ismerete, a biologiai funkciok azonositasa elengedhetetlen egy igazan Osszetett
termék eldallitdsahoz. Az anyatej komplex, naprol napra és egyénrdl egyénre valtozo
Osszetételét mesterségesen valoszintileg sosem lehet majd utanozni. Azonban — tobbek kozott
a jelen disszertacio anyagaval is — olyan, a gyakorlatban is hasznosithat6 informaciokhoz
jutunk, amivel akar adott betegség megelGzésére alkalmas tapszerek elGallitasa is

megvalosulhat.
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3. Irodalmi hattér

3.1. Az anyatej és a kolosztrum fogalma, osszetétele és a szoptatas
3.1.1. Az anyatej oligoszacharidok kutatdasanak rovid torténete

Az anyatejben valtozé mennyiségben eléfordulo és nagy szerkezeti diverzitast mutatd
oligoszacharidok kutatasa egészen az 1800-as évek végére nyulik vissza. Ebben az idében a
csecsemOhalanddsag rendkiviil magas volt, a 30%-ot is elérte. Ezzel 6sszefliggésben néhany
gyermekorvos megfigyelte, hogy az anyatejjel taplalt csecsemOk aranyaiban kisebb
valoszinliséggel kapnak el fert6zo betegségeket és igy jobbak a tulélési esélyeik, mint a
tehéntejjel taplalt tarsaiknak. Els6ként egy osztrak gyermekorvos és mikrobiologus, Theodor
Escherich (1886) talalt dsszefiiggést az intesztindlis baktériumflora €s a csecsemd emésztése
kozott, eredményeit kovetve pedig Moro (1900) ¢és Tissier (1900) felfedezték, hogy az

anyatejjel, illetve a mas tejjel taplalt csecsemdk székletének baktériumfloraja eltérd [1, 7-9].

Miutan Eschbach 1888-ban az anyatejet vizsgalva arra a kdvetkeztetésre jutott, hogy az
emberi tej egy ,,masfajta laktozt” tartalmaz, kémiai szempontbol is kdzéppontba kerliltek — az
ekkor még ismeretlen szerkezetli és tulajdonsagii — oligoszacharidok. Hamarosan vildgossa
valt, hogy a két tej kozott a laktdz szempontjabdl nincs kiilonbség, azonban az anyatej tartalmaz
egy, a laktoztol eltéré szénhidrat frakciot is [10]. Az 1930-as évek elején Polonowski és
Lespagnol jellemezték az altaluk talalt N-tartalmi szénhidrat frakciot és elnevezték
»gynolactose”-nak, majd par évvel késdbb Polonowski Montreuil-lel elvégezte az
oligoszacharidok elvalasztasat is papirkromatografiaval [11, 12]. Az oligoszacharidok
kutatasaban az igazi attorés az 1900-as évek kozepén kovetkezett be, amikor Richard Kuhn és
Paul Gyorgy ravilagitottak, hogy a Lactobacillus bifidus alfajainak ndvekedését serkentd
,.bifidusz faktor” és a ,,gynolactose” frakcid egy és ugyanaz [13]. Ok maér az oligoszacharid
frakcid mennyiségi viszonyait is probaltak feltarni, amely sordn kideriilt, hogy azok
mennyisége a sziilés utan folyamatosan csokken [14]. A rakovetkezé években Montreuil és
Richard Kuhn kutatdcsoportjaikkal tobb, mint egy tucat oligoszacharidot fedeztek fel és
jellemeztek [1]. Ezen oligoszacharidok némelyikérdl kideriilt, hogy Lewis-vércsoport

determinans szerkezeti elemeket is tartalmaznak.

Napjainkban az anyatej oligoszacharidok kutatdsa a tapszergyartok oldalardl is nagy
hangsulyt kap, az egyre szerteagazobb analitikai technikédknak kdszonhetéen pedig mar tobb,

mint 200 egyedi oligoszacharid szerkezet keriilt azonositasra [15].
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3.1.2. Az anyatej és a kolosztrum

Az 1jszilott szdmara a 1étezd legOsszetettebb és legtokéletesebb taplalékforras az
emlOmirigy altal termelt kolosztrum, illetve az ezt kdvetben termel6dd anyatej. Napjainkra
szamos tanulmany igazolta, hogy az anyatejjel taplalt gyermekek rovid és hosszatavon egyarant
egészségesebbek, mint a tdpszereken felnott tarsaik, és az is egyre inkabb elfogadott, hogy a
szoptatasnak az utdd érzelmi fejlédésében is fontos szerepe van [16]. Ezzel 6sszhangban az
Egészségligyi Vilagszervezet (World Health Organization) allaspontja szerint az ujsziilottet hat
honapos koraig kizarolag anyatejjel kell taplalni, majd a hatodik honap utan lehet elkezdeni a

hozzataplalast, de a szoptatas folytatasa igy is javasolt a gyermek masodik életévéig [17].

A kolosztrum a sziilés eldtti €s utani napban kis mennyiségben termelddo surii, sargas,
hashajté hatdsu folyadék, amely immunoldgiai hatasti komponensekben (IgA, laktoferrin,
leukocitdk) ¢és novekedési faktorokban (pl. epidermalis novekedési faktor) gazdag. Az
anyatejhez képest joval kisebb mennyiségben tartalmaz laktozt, kaliumot és kalciumot, viszont
jelentdsen nagyobb a natrium-, klorid- és magnézium-tartalma. A kolosztrumot nagyjabol 3
nappal sziilés utan az Ggynevezett atmeneti tej valtja fel, amely a kolosztrum és az érett tej
kozotti atmenetet jelenti: még mindig jelentds benne az immunoldgiai hatdsu anyagok
mennyisége, de emellett mar jelentOs taplald kapacitassal is szolgal. Végiil a sziilést kdvetd

nagyjabol 4-6. hétre alakul ki az érett tej [18, 19].

Az anyatej Osszetétele biztositja a csecsemd szamara sziikséges Osszes makro- és
mikrotapanyagot, igy a fehérjéket (9-12 g/1), az elsddleges szénhidratforrasként szolgalo laktdzt
(67-78 gll), a lipideket (32-36 g/l), kiilonbdz6 asvanyi anyagokat és nyomelemeket, valamint
az Osszes viz- és zsiroldékony vitamint — bar a K-vitamin és sokszor a D-vitamin szintje is
étrendtdl fliggetleniil nagyon alacsony az anyatejben, és potlasuk sziikséges a csecsemd
szamara (1. tablazat) [19-23]. Az anyatej makrotapanyagainak kdszonhet6en atlagosan 60-75
kcal/100 ml energiatartalmat biztosit, amely jO kozelitéssel a 2%-os zsirtartalmu tehénte;j
energiatartalmaval egyezik meg. Szamos kismolekula jelenlétét is igazoltdk az anyatejben,
ugymint a kreatin, kreatinin, urea, nukleotidok és aminosavak, melyek koziil a glutaminsav és
a taurin fordul el6 a legnagyobb mennyiségben [20, 24]. Ezen 6sszetevok mellett az anyatejben
kiilonb6z6 bioaktiv faktorok is azonosithatok, ilyenek a novekedési hormonok, az
immunologiai funkciot betoltd citokinek, kemokinek, makrofagok, illetve az Ossejtek. Az
Ossejtek pontos szerepe egyeldre nem tisztazott, a tobbi bioaktiv faktor azonban egyértelmiien
a csecsemd egészséges fejlodésében és a betegségekkel szembeni tulélésben tolt be

kulcsszerepet [19].

10
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1. tablazat — Az anyatejben megtalalhatd 6sszetevok, valamint azok f6bb képvisel6i [19-23].

Osszetevo Képvisel6i
lividek foszfatidil-etanolamin/-szerin/-kolin/-inozitol, palmitinsav,
P olajsav
fehérjék B-kazein, a-laktalbumin, laktoferrin, IgA, szérum albumin,

kazein, lizozim, enzimek, novekedési faktorok, hormonok

lakt6z (leggyakoribb, ~70 g/1), oligoszacharidok,

szénhidratok glikopeptidek

dsvanyi anyagok, | \a+ i+ a2t Mg?*, CI-, cink, jod, kobalt, réz, vas stb.

nyomelemek

vitaminok K-vitamin kivételével az §sszes vitamin
nitrogéntartalmu kreatin, kreatinin, nukleinsavak, nukleotidok, higysav,
vegyiiletek karbamid, glilk6zamin

epitél sejtek, neutrofil granulocitak, makrofagok, limfociték,

sejtes elemek loukocitak

A fehérjék, a laktoz és a lipidek nagy koncentracidja egyértelmd, hiszen ezek az anyatej
taplald funkciojat betoltd OsszetevOk. Azonban az anyatejben a fehérjéket meghalado
mennyiségben (5-20 g/l1) fordulnak el nagy szerkezeti variabilitdst mutatd, emészthetetlen,
fehérjékkel nem konjugalt oligoszacharidok, amelyek igy az anyatej harmadik leggyakoribb
Osszetevoi a laktoz és a zsirok utan. Az oligoszacharidok mennyisége a kolosztrumban akar a
20-25 g/l koncentraciot is elérheti [2-5]. Figyelembe véve, hogy a varandossag, a sziilés és a
sziilést kovetden a csecsemd ellatasa €s anyatejjel valo taplalasa rendkiviili igénybevételnek
teszik ki az anyai szervezetet, az oligoszacharidok jelentds bioldgiai szerepet kell, hogy
betdltsenek. Hiszen egy ilyen energiaigényes iddszak soran nagy mennyiségt, ,,sziikségtelen”
anyag bioszintézise tovabbi terheket rona az anyai szervezetre, ami nyilvanvalo szelekcios

hatranyt eredményezne [2].

Az anyatej egy dinamikusan valtoz6 biologiai folyadék, amelynek bar a hozzavetdleges
Osszetétele megadhatdo, de egy minden idOpillanatra érvényes Osszetétellel mégsem
jellemezhetd, mivel egyéni és idébeli variabilitast mutat (utobbit napszaktol fiiggben és a
laktacio teljes id6tartamara nézve egyarant). Az egyéni variabilitds okai kozé tartozik a
szoptatds gyakorisaga, az édesanya ¢életmodja, teststlya, taplalkozasi szokasa (kiilonosképpen
a fehérjebevitel mértéke), etnikuma, Lewis-vércsoportja, szekretor statusza és egyéb tényezok
[2, 19]. A szekretor statuszt a Szekretor gén dominans vagy recessziv jellege, vagyis az altala
kodolt FUT2 fukoziltranszferaz enzim jelenléte vagy hidnya hatdrozza meg. Az anyatej
Osszetételét emellett nagymértékben meghatarozza a csecsemd igénye, egészségi allapota is.

Megfigyelték, hogy a korasziilott csecsemdknek életet add édesanydk teje nagyobb
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koncentracioban tartalmazott oligoszacharidokat, valamint fehérjékben és zsirokban is joval

gazdagabb volt [4, 24, 25].

Az egyéni variabilitas mellett az anyatej idbeli valtozasat is megfigyelhetjiik. Ahogyan a
fejezet elején ismertetésre keriilt, az elsé egy — masfél honapban a kolosztrumtol az érett tej
kialakulasaig jelentds Osszetételbeli valtozast figyelhetiink meg. Bar joval kisebb mértékben,
de a laktacio tovabbi szakaszaban is megfigyelhetok valtozasok [19]. A hosszatava valtozasok
mellett az egy napon, s6t szoptatason beliili valtozasok is jelentések. A délutani és esti 6rakban
termel6dott tej altalaban zsirosabb, mint az éjszakai és reggeli ordkban termel6dd, ezzel
elésegitve az éjszakai nyugodtabb alvast. A szoptatas soran pedig el6szor mindig egy higabb,
szomjoltd anyatej tavozik a mellbdl, majd ezt koveti a taplalobb hatso tej, amely kétszer vagy
akar haromszor annyi zsirt tartalmaz, mint az elso tej [26, 27].

3.1.3. A szoptatdis

A WHO szoptatasra vonatkozd irdnymutatdsa nem csupan a gyermek fizikalis egészségi
allapota ¢és fizikalis fejlédése miatt kovetendd. A gyermek érzelmi fejlodésében, az anya-
gyermek kapcsolat kialakuldsdban is fontos szerepet tolt be a szoptatassal kialakuld testi

kontaktus [28].

Emellett nem szabad megfeledkezniink a szoptatas pozitiv hatasairdl az anyai szervezet
szempontjabol. A szoptatas soran a mellbimbd mechanikai ingerlésével oxitocin szabadul fel,
ami méhkontrakciot valt ki, ezzel sziilés utan csokkentve a vérzést és eldsegitve a mihamarabbi
méhregeneraciot [29]. Az oxitocin felszabadulasa egyarant csokkenti a hipotalamusz prolaktin
inhibitor faktor elvalasztasat, aminek hatasara né a vér prolaktinkoncentracioja, ami laktacios
amenorreat (vérzéskimaradast) eredményez [18, 30]. A laktacios amenorrea ideje alatti
viszonylag alland6 hormonszint csokkenti a mell- és petefészekrak egyes tipusainak
kialakuléasat, emellett csokkenti a posztmenopauzalis oszteopordzis kialakuldsanak kockazatat

is [16].

A szoptatas €s az anyatej egyértelmi elonyei ellenére szdmos csecsemd tapszerrel valo
taplalasra szorul. Ennek hatterében kismértékben egészségligyi kontraindikaciok allnak,
nagyobb mértékben azonban az édesanya élethelyzete és/vagy egyéni dontése. A
magyarorszagi tendencia 2001-es adatok alapjan: kizardlagos anyatejes taplalast 4 honapos
korig a csecsemdk 62%-a, 6 honapos korig pedig 35%-a kapott [31, 32]. Bar a cél ennck az
aranynak a novelése lenne, Magyarorszaghoz képest az Egyesiilt Kiralysdgban — és tobb mas
orszagban is — még alacsonyabb a kizarolagos anyatejes taplalasban részesiild csecsemdk
aranya: 1995-6s adatok alapjan 28% és 21% volt a 4, illetve 6 honapig kizardlag anyatejjel

taplalt gyermekek aranya [33].
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A szoptatas kontraindikécioi kozé tartoznak egyes anyai fert6z6 megbetegedések, az
¢desanya gyogyszeres kezelése, illetve a csecsemd egészségi allapota. A legtdbb anyai
fertdzéses megbetegedés esetén a szoptatas megszakitdsa nem indokolt, hiszen figyelembe véve
a fert6zések lappangasi idejét, mire a betegség tiinetei az édesanyan jelentkeznek, a csecsemd
addigra mar jo eséllyel atesett a fert6zésen. Emellett — ahogyan az a 3.6 fejezetben targyalasra
keriil —, az anyatejben megtaladlhaté kiilonféle oligoszacharidok védelmet nyujthatnak a
fertdzések ellen. Azonban a stulyos kovetkezményekkel jard fert6zéses megbetegedések esetén,
mint a HIV-1, HIV-2, 1-es és 2-¢s tipusu human T-sejtes leukémia-limfoma virus, valamint a
hemorragias 1azzal jar6 betegségek (ebola, marburg betegség) €s sulyos, invaziv fertézéssel jaro
megbetegedések (brucellozis, Staphylococcus aureus-, Haemophilus influenzae-, S.
pneumoniae-, Neisseria meningitidis-fert6zés) esetén a szoptatas nem folytathatd, vagy a
kezelés sikerességéig sziineteltetendd. Az édesanya szervezetét sulyosan legyengitd
megbetegedések esetén (sulyos veseelégtelenség, szisztémas lupusz eritematozusz kozponti
idegrendszeri vaszkulitisszel, enkefalitisz, stb.) is sziikségessé valhat a szoptatas sziineteltetése

vagy elhagyasa [34].

Az édesanya gyogyszeres kezelése szintén indokolhatja a szoptatds sziineteltetését. A
gyogyszermolekuldk fizikai-kémiai paraméterei jelentdsen befolyédsoljak azok kivalasztodasat
az anyatejbe: az 500 Da-nal kisebb méretli, alacsony plazmakotésti és pKa>7,2 karakterii
molekulaknal szamithatunk a legnagyobb anyatejben mért koncentraciora [35]. Ennek ellenére
a tudomény jelenlegi allasa szerint csak a gyogyszerek viszonylag sziik csoportja jelent
klinikailag szignifikans veszélyt az anyatejjel taplalt csecsemdkre, amelyek az aldbbiak:
kemoterapeutikumok, kabitdszerek, antiepileptikumok, ergot alkaloidok és radiofarmakonok.
Az amiodaron, a ciklosporin ¢€s a litium esetén pedig a tejben mérhetd koncentraciok szigora

monitorozasa sziikséges [36].

A csecsemd egészségi allapota is indokolhatja a szoptatds megszakitasat vagy
limitalasat. A felndttek korében jol ismert, puffadassal, hasmenéssel jaro laktozintolerancia a
csecsemdk korében rendkiviil ritka €s nem indokolja feltétlentil a laktozmentes tapszerekre valo
atallast [34]. Ezzel ellentétben a galaktoz-1-foszfat-uridil-transzferaz (GALT) enzim genetikai
defektusa miatt kialakulo galaktozémia (sargasagot, levertséget, epilepsziaszerli gorcsoket,
hepatomegalidt okoz) esetén mindenképpen sziikséges az anyatej laktézmentes, szdjaalapu
tapszerekkel valo helyettesitése [37, 38]. Fenilketonuria esetén szintén specialis étrendre van
szlikség, azonban a csecsemd szamara sziikséges fenilalanin-bevitel érdekében az anyatejes
taplalast csokkentett mértékben ugyan, de folytatni kell, amit fenilalanin-mentes tapszerekkel

kell kiegésziteni. Cisztds fibrozis esetén sziikséges lehet hidrolizalt fehérjetartalmu
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tapszerekkel potolni az anyatejet. Hiperbilirubinémia esetén, amikor a bilirubin nagy
koncentraciot ér el a vérben, a szoptatds néhany napos sziineteltetése sziikséges, mialatt
hidrolizalt fehérjetartalmu tdpszerekkel kell csokkenteni a bilirubin intesztindlis felszivodasat

[34].
3.2. Az anyatej osszetételének osszehasonlitisa mas emldsok tejével

Az emberi tej, O6sszehasonlitva mas emldsok altal termelt tejjel, egyediilalldan nagy
mennyiségben tartalmaz oligoszacharidokat [39]. Az oligoszacharid-mintazat komplexitasa is
mindossze az elefanttejjel Osszehasonlithato mértékii, amely az anyatej oligoszacharid-
mintazatanak komplexitasat is meghaladja. Erdekes, hogy ennek megfelelden a két faj
ontogenezisében tobb hasonlosagot is talalhatunk: mindkét faj lassan ndvekszik, relative nagy
¢s jol fejlett kdzponti idegrendszerrel rendelkeznek, amelynek fejlodése mindkét faj esetében
foként a sziiletés utan torténik meg, emellett mindkét faj magas intelligenciaval rendelkezik és
sok tanult viselkedést mutat [5]. Az enkefalizacid6 mértéke is mindketté esetben joval
meghaladja az emberszabdsuak hasonld értékeit. Ennek ellenére a féemldsokre a sokkal
komplexebb oligoszacharidok jelenléte, és azok nagyobb diverzitasa jellemz0, ellentétben a
nem-féemldsokkel. Az emberi tejben talalhatd oligoszacharidok 50-80%-a fukozilalt, amely a
féemldsok koziil a legnagyobb ardny: a csimpanzok tejében a fukozilalt oligoszacharidok
aranya 50%, a gorillak esetében pedig 15%. Ezzel szemben a szializacid kisebb mértékii:

egységesen 10-30% kozott valtozik [40].

A kereskedelmi szempontbol és igy a tapszergyartds szempontjabdl is relevans
haziallatok tobbségének — szarvasmarha, kecske, barany, sertés — a teje tobb, mint 2-3
nagysagrenddel kisebb mennyiségben tartalmaz oligoszacharidokat, és ezek diverzitasa is
jelentdsen kisebb, mint az emberi tejé, valamint szerkezeti eltérések is megfigyelhetok. A
neutralis oligoszacharidok koziil a fukozilalt oligoszacharidok el6forduldsa rendkiviil ritka a
haziallatok tejében. A savas karakterli oligoszacharidok esetében pedig a szidlsav N-
acetilneuraminsav (Neu5Ac) és N-glikolilneuraminsav (Neu5Gc) formdja is azonosithato,
ellentétben az anyatejjel, amiben a szidlsav csak N-acetilneuraminsav (NeuSAc) forméaban
talalhaté meg.. Emellett a fukozilalt és szializalt oligoszacharidok egymashoz viszonyitott
aranya is eltérd az anyatejhez képest: a hdziallatok esetében a szializalt oligoszacharidok a
fukozilalt oligoszacharidokhoz képest nagyobb aranyban fordulnak el6 [41, 42].

2. tablazat — A csecsemétapszerek alapjaul szolgald tehéntej és az anyatej Gsszehasonlitasa: bar a tehénte;j
fehérjetartalma magasabb, az oligoszacharid-tartalma jelentdsen alacsonyabb, mint az anyatejé.

anyatej osszetevo tehéntej
8 fehérje (g/1) 32
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41 zsir (g/1) 37
70 laktoz (g/1) 48
5-15 oligoszacharidok (g/l) 0,05

> 200 detektalt oligoszacharidok szama | ~ 40
50-80 fukozilalt oligoszacharidok (%) 1
10-20 szializalt oligoszacharidok (%) 70

Tekintettel arra, hogy a jelenleg forgalomban 1év6 tapszerek jelents hanyadanak alapjat
a tehéntej adja, fontos kitérni az anyatej és a tehéntej Gsszehasonlitasara (2. tablazat). A
tehéntej fehérjetartalma nagyjabol négyszerese az anyatej fehérjetartalmanak, a zsirtartalma
kozel azonos, azonban a laktéz és foként az oligoszacharidok mennyisége elmarad az
anyatejhez képest. Rdadasul a joval kisebb mennyiségii oligoszacharid frakcio kevésbé diverz
[41], igy nyilvanvaléan nem tudja biztositani a csecsemOnek azt a szamos jotékony hatast,

amelyet az anyatej magaban hordoz.

3.3. Az oligoszacharidok szerkezeti jellemzése

Az oligoszacharidok 6t kiillonb6zé monoszacharid egységet tartalmazhatnak, ezek a D-
gliik6z (Glc), D-galaktéz (Gal), N-acetilglitkozamin (GlcNAc), L-fukéz (Fuc) és a szialsav (Sia,
emberben kizarolag NeuSAc formajaban) (1. abra) [5].

OH
OH
OH on
o Ho
OH (o)
HO 9 o H3C OH
OH
OH
\ A OH Y] OH
Y Ea A
O galaktéz @ sliikoz fukéz
L N ¥ OH
B 1-4
O—@ 1akis:
NHAc
HO
HO OH
O

. N-acetilgliikézamin
OH ‘ szialsav

1. abra - Az anyatej oligoszacharidokat felépité monoszacharidok és a diszacharid laktoz szerkezete, valamint a
Consortium for Functional Glycomics altal elfogadott jelolése. A feltiintetett szerkezetek csak az egyik anomert
jelolik [43].
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Az eddig azonositott oligoszacharidok néhany kivételtdl eltekintve mind laktoz
egységgel rendelkeznek a redukalo végiikon, melyhez B1-3 és/vagy B1-6 kdtésben
kapcsolodhat lakto-N-bioz (LNB: Gal(B1-3)GIcNAC-), ezzel kialakitva az 1-es tipusu lancot,
vagy N-acetillaktozamin (LacNAc: Gal(B1-4)GIcNAc-), ami a 2-es tipust lancok szerkezeti
eleme. A lakto-N-bidz lancterminaciot okoz, mig az N-acetillaktozaminhoz tovabbi lakto-N-
bi6z vagy N-acetillaktozamin egység kapcsolodhat. A B1-3 helyzetii kotéssel kialakitott
linedris struktardk az igynevezett para-oligoszacharidok, a f1-6 kotéssel kialakitott, elagazo

szerkezetiiek pedig az izo-oligoszacharidok.
lakto-N-biéz laktoz
J J
|

a1-2 S —
A a13

al-4 B1-3 B1-4
Oz 1T 0—0@
a2-3
o 2-6

N-acetillakt6zamin

2. abra — Az oligoszacharidok altalanos szerkezete a monomerek kapcsolodasi pozicidinak feltiintetésével.

Mindegyik struktira tovabbi fukéz (al-2, al-3 és al-4 kdtésben), illetve szialsav (a2-3
és a2-6 kotésekben) egységekkel egésziilhet ki, igy kialakitva azt a tobb, mint kétszaz egyedi
oligoszacharid szerkezetet, amit napjainkig ismeriink (2. abra) [44]. A legtobb oligoszacharid
szamos izomer szerkezettel rendelkezik, ezt szemlélteti a monoszialillakto-N-tetra6z (LST)

négy kapcsolodasi izomerje (3. abra) [1, 45].
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3. abra — Az oligoszacharidok nagy szerkezeti diverzitast mutatnak: egy oligoszacharid szamos kapcsolodasi
izomerrel rendelkezhet. Ezt jol reprezentalja a szialillakto-N-tetradz, amely 4 kapcsolodasi izomerrel
rendelkezik: LST a, LST b, LST ¢ és LST d izomerekkel.

A fukoz kapcsolodasi pozicidja az egyén Lewis-vércsoportja altal meghatarozott,
haromféle fukoziltranszferdz enzim filiggvénye. A szekretor (FUT2) egyének esetén a
fukoziltranszferaz a galaktozon egy al-2 kotést, ezzel egy Fucal-2GalB1-3GIcNAC szerkezeti
elemet hoz létre. Ebbe a genotipusba a fehér borti népesség 77%-a tartozik. A Lewis (FUT3)
egyének esetén a fukoziltranszferaz enzim al-4 kotéseket hoz l1étre az GIcNAc egységen, ezzel
a GalB1-3[Fucal-4]GIlcNAc szerkezetli Lewis A vércsoport determinanst létrehozva. Ez a
genotipus a népesség 20%-ara jellemz0. Az emlitett két gén egymés mellett is manifesztalodhat,
ekkor mindkét tipusu kotés megtalalhatd az anyatej oligoszacharidokban. Az el6z6 két enzim
mellett egy harmadik tipust enzim ol-3 kotéseket képes kialakitani az GIcNAc egységeken,
ezzel GalB31-4[Fucal-3]GIcNAcC szerkezeti elemeket 1étrehozva. Ebbe a csoportba (Lewis a—

b— vércsoport) a népesség koriilbeliil 5%-a tartozik [5].

3.4. Az oligoszacharidok bioszintézise

Az oligoszacharidok anyatejben mért nagy koncentracidja ellenére a bioszintézisiik

teljes folyamatarol jelenleg nagyon kevés informacioval rendelkeziink. A minden egyes
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oligoszacharidban megtalalhat6 laktoz szintézisét a laktoz-szintdz komplex végzi. Ez a
komplex két komponensbdl all: az egyik az ,,A” protein, ami egy f1-4 galaktoziltranszferaz
(B4GalT1), a masik pedig a ,,B” protein, a-laktaloumin. Az ,,A” protein Gnmagaban a
glikokonjugatumok képzésében az UDP-galaktozt egy terminalis N-acetilglikozaminhoz
kapcsolja, azonban a hormonalis szabalyozas alatt all6 ,,B” protein jelenlétében az affinitasa
megnd a gliikkoz irant, és igy {6 feladatava a laktoz szintézise valik [46]. A szintézis a Golgi-
késziilék zajlik, ahova a komponensek szabad gliikkoz és UDP-galaktoz formajaban jutnak be

(4. abra).

O O

Extracelluldris tér

Citoszol

Golgi-készilék

4. abra - Az oligoszacharidok bioszintézisének els6 1épése a laktdz szintézise, ami glikkozbol és UDP-
galaktdzbdl indul ki és a Golgi-késziilékben, a laktdz-szintaz enzim (LS) hatasara megy végbe. Azonban, hogy a
laktozbol miként alakulnak ki a komplex oligoszacharidok, napjainkig nem teljesen tisztazott.

A citoszolikus glikéz egy része UDP-gliik6zza aktivalddik, majd UDP-galaktozza
konvertalodik, azonban a laktozba beépiil6 galaktoznak nem csupan ez az egyediili forrasa [1].
Rudloff és munkatéarsai tizenegy laktalé nének *C-al jeldlt galaktozt adtak oralisan, majd
meghatarozott id6kozonként tej- és vizeletmintat vettek toliikk, amelyeket HPTLC (high-
performance thin layer chromatography), HPAEC (high-performance anion exchange
chromatography) és gyors atom bombazasos tomegspektrometrias (FAB-MS) modszerekkel
vizsgaltak. Az eredmények azt mutattak, hogy az oralisan adott galaktdz egy része kdzvetlentil
beépiilt a laktdzba, anélkiil, hogy eldzetesen gliik6zza alakult volna a majban, majd ujra

galakt6zza az emlémirigyben [47].

Azonban amennyire jol ismert részleteiben a lakt6z szintézise, annyira kevéssé ismert,

hogy miként torténik a laktozbol a komplex oligoszacharidok képzése. Ennek egyik oka, hogy
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az egyes fajok tejének Osszetétele jelentds eltérést mutat: az orvosi kisérletekben gyakran
hasznalt egerek teje mindossze 3’- és 6’-szialillaktozt tartalmaz, de a komplexebb, elagazd
oligoszacharidok koziil egyet sem [48]. Masik oka, hogy a human emlémirigybdl készitett
sejtvonalak koziil ezidaig nem sikeriilt olyat eldallitani, amely képes lett volna
oligoszacharidokat vagy egyaltalan laktozt szintetizalni. Igy jelenleg két elképzelés van arra,
hogy az eldzetesen bioszintézissel eldallitott laktézbol miként alakulnak ki a komplex
oligoszacharidok. Az egyik tedria szerint a fukozilalt és/vagy szializalt laktézamin egységek
elézetesen szintetizalodnak a glikoproteineken vagy glikolipideken, és igy egy egységként
kapcsolodnak a laktozra. A masik hipotézis szerint a laktézamin egység monoszacharid
egységenként, 1épésrol 1épésre ,,tevodik ra” a laktdzra [49]. Kobata szerint elképzelhetd, hogy
az oligoszacharidok elongacidja és az elagazasok kialakitdsa a poli-N-acetillaktozamin
glikokonjugatumok szintézisének mintajara megy végbe. Igy a lanchosszabbitasért a kiilonbozé
N-acetilglilkozaminiltranszferdzok (GIcNAcT) ¢és galaktoziltranszferazok (GalT) feleldsek.
Ezen belill a linearis lanchosszabitasért felelds enzim a B3GIcNAcT (iGnT), az elagazasok
kialakitasaban a B6GIcNACT (IGnT), az 1-es tipusu oligoszacharid lancok kialakitasaban a
B3GalT, a 2-es tipusu oligoszacharid lancok kialakitdsdban pedig a B4GalT jatszik fontos
szerepet [50]. Azonban, hogy a valosagban melyik folyamat valosul meg, a mai napig nem

tisztazott.

A kiilonb6z0 lehetséges alapvazakhoz tovabbi laktézamin egységek, fukdz €s szidlsav
is kapcsolodhatnak. A fukozilaciot a kiilonb6zd fukoziltranszferazok (FUT) végzik. A FUT2
terminalis helyzetli galaktézhoz kapcsol a1-2 helyzetben fukdzt, igy kialakitva tobbek kozott a
2’-0O-fukozillaktozt (Fuc(al-2)Gal(B1-4)Glc) vagy a lakto-N-fukopentadzt (Fuc(al-2)Gal(B1-
3)GIcNAc(B1-3)Gal(B1-4)Glc). A masik jol ismert fukoziltranszferaz a FUT3, ami
szubterminalis GIcNAc-hoz kapcsol hozza al-4 helyzeti fukézt, ez jatszik szerepet példaul a
lakto-N-fukopentadéz 11 (Gal(B1-3)[Fuc(al-4)]GIcNAc(B1-3)Gal(B1-4)Glc) szintézisében.
Végiil pedig egy jelenleg még ismeretlen fukoziltranszferaz, a FUTx al-3 kotésben kapcsol
fukozt a redukald végen taldlhato gliikozhoz vagy lanck6zi GIcNAc-hoz, ezzel kialakitva a

lakto-N-fukopentaoz Il1-at (Gal(B1-4)[Fuc(al-3)]GIcNAc(B1-3)Gal(B1-4)Glc) [1, 5].

A szializaci6 tekintetében kevesebb informécioval rendelkeziink: egyes ismert
szerkezetek szializacidjdhoz a kotés kialakitasaban résztvevd enzim még nem ismert, mas
esetekben pedig lehetséges szializaciokra nem taldltak még biologiailag szintetizalt szerkezetet
€s hozza kapcsolodo enzimet. A két legkisebb, szidlsavat tartalmazo oligoszacharid, a 3°- és 6°-
szialillaktoz szintézisében a szialiltranszferazok (ST) koziil a ST3Gal4 és a ST6Gall vesz részt

[48]. Azonban, hogy ezek a szialiltranszferazok szerepet jatszanak-e komplexebb
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oligoszacharidok terminalis helyzetli galakt6zanak szializalasdban, egyelére nem bizonyitott.
A szubterminalis GIcNAc 02-6 helyzetli szializalasat a ST6GalNAc5 végzi, azonban csak
abban az esetben, ha el6zdleg a terminalis Gal mar a2-3 kotésben szializalt, ellenkez6 esetben
az adott szerkezet nem képezi szubsztratjat az enzimnek. A szialillakto-N-tetradz b éppen
terminalisan nem szializalt Gal mellett szubterminalisan a2-6 helyzetben szializalt GIcNAc-t
tartalmaz [51]. Ez vagy egy Ujabb enzim I1étezését vagy pedig a ST6GalNAcS

szubsztratspecificitdsanak kiterjesztését vetiti eldre.

Az anyatej oligoszacharidok mesterséges eldallitdsa ugyan még rendkiviil kezdetleges
stadiumban van, szamos kutatocsoport foglalkozott az elmult években az egyes
oligoszacharidok vagy akar oligoszacharid konyvtarak mesterséges szintézisével is. Ennek
koszonhetden napjainkra az egyszeriibb tri- és tetraszacharid szerkezetek kemoenzimatikus
szintézissel akar tapszergyartashoz sziikséges mennyiségekben is eléallithatok [1]. Azonban
komplex szerkezetek szintézise elengedhetetlen az anyatej bioldgiai funkcidinak utanzaséhoz,
illetve az oligoszacharidok pontos funkcidinak feltarasahoz, igy az eldgazd szerkezetek
szintézisére is torténtek kisérletek. Schmidt és munkatarsai oldatfazisu és szilardfazisu
szintézissel tobb eldgazd szerkezetet alakitottak ki, tobbek kozott egy elagazo oktaszacharidot
[52, 53]. Madsen és munkatarsai tetraszacharidok ,,one-pot” szintézisét dolgoztak ki. A
kidolgozott modszerrel eredményesen eldallitottak a pentaszacharid lakto-N-neofukopentadzt
is [54]. Wang és munkatarsai pedig kemoenzimatikus szintézissel egy 31 anyatej

oligoszacharidbdl allo konyvtarat hoztak 1étre [55].

3.5. Az oligoszacharidok metabolizmusa

Az oligoszacharidok metabolizmusanak vizsgalata az 1980-as évekre nyulik vissza,
azonban az analitikai modszerek fejlodésének koszonhetéen az utdbbi években egyre
pontosabb kép alakult ki az oligoszacharidok szervezetbeli sorsarol. In vitro kisérletekkel
bizonyitott, hogy az oligoszacharidok ellenallnak a gyomor alacsony pH-janak, az emberi
nyalban 1évé amilazoknak, sertésbdl izolalt hasnyalmirigy amilazoknak, valamint a sertés
vékonybelébdl izolalt (brush border) amilazoknak is [56, 57]. Igy, ahogy az mar az 1980-as
évektdl ismert, az enzimatikus degradacio hianyanak koszonhetéen az oligoszacharidok
jelentds része érintetlentil jut el a vékony- és vastagbélbe, majd a széklettel iiriil a szervezetbdl
[58-61]. Tovabbi kutatasok ravilagitottak, hogy az oligoszacharidok szervezetbeli feldolgozasa
¢és degradacidja Osszefliggést mutat az utdd koréaval, vércsoportjaval és taplalasaval. Ezen
megallapitdshoz az egyes csecsemOk székletét, illetve az altaluk elfogyasztott anyatej

Osszetételét egy tomegspektrométerrel kapcsolt 1ézer indukalta fluoreszcens detektorral ellatott
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kapillaris elektroforézis késziilékkel vizsgaltak [62-64]. Az Gsszes lehetséges oligoszacharid
szerkezet vizsgalata érdekében az anyak szekretor stitusza és Lewis-vércsoportrendszere az
Osszes lehetséges kombinaciot lefedte. Az ujsziilott életének elsé 2 honapjaban a székletben
megjelend savas és semleges oligoszacharidok nagy hasonlosagot mutattak az altala
elfogyasztott anyatej oligoszacharid-profiljaval. Az ezt koveté honapokban (3-6 honapos kor
kozott) azonban fokozatosan jelentek meg a székletben az oligoszacharidok degradacios
termékei és egyéb, Lewis-antigén determinansokkal ellatott szerkezetek. Ezek egyértelmiien
gasztrointesztinalis enzimatikus hidrolizisre ¢és konjugéacidra utaltak. Végiil a hozzataplalas
megkezdését kovetden, amikor az anyatej mellett mas taplalékok is beépiiltek a csecsemod
étrendjébe, a széklet oligoszacharid profilja sokkal inkabb a szilard taplalékforras

oligoszacharid profiljaval mutatott egyezést, mintsem az anyatej oligoszacharid profiljaval
[62].

A széklettel torténd kivalasztds mellett az oligoszacharidok egy kis szazaléka a
vizeletben is megjelenik. Laktalo anyaknak *C-mal jeldlt oralis galaktoz boluszt adva figyelték
a tejmirigy altal kivalasztott tej, az anya altal kilélegzett CO2, valamint a csecsemé altal
kivalasztott vizelet 3C-tartalmat. Az eredmények azt mutattak, hogy az utéd éltal elfogyasztott
13C-mal jeldlt oligoszacharidok mennyiségének mintegy 1%-a vélasztodott ki a vizelettel, ami
egyuttal elérevetitheti az oligoszacharidok egyértelmi lokalis hatdsai mellett potencialis
szisztémas hatasukat is (pl. gyulladascsokkentd hatas, szisztémas fertézések elleni védelem)

[61, 65].

3.6. Az oligoszacharidok bioldgiai szerepe

Az anyatej oligoszacharidok kutatasanak kezdeti fazisaban az oligoszacharidokat
egyértelmilen a csecsemd egészséges bélflorajanak kialakitasaban fontos bifidusz faktorral
azonositottak. Az elmult néhany évtizedben azonban az oligoszacharidok kutatasa az qj
szerkezetek azonositdsa mellett azok biologiai hatisainak vizsgalatara fokuszalt. Ennek
koszonhetden mara egyértelmiivé valt, hogy az oligoszacharidok sokkal tobb és komplexebb
feladatot latnak el, mint csupan az egészséges bélflora kialakitasa. Rdadasul az utdd szdmara
biztositott szamtalan biologiai funkcid mellett az édesanya szervezetében is jotékony hatastiak

lehetnek.

3.6.1. Prebiotikus hatas

Az oligoszacharidok az emberi szervezetben fennallo szinte 6sszes enzimatikus és pH-
viszonynak ellenallnak, mennyiségiik minddssze 1%-a bomlik le vagy szivodik fel a

gasztrointesztinalis traktusbol, 99%-uk azonban érintetleniil jut el a vastagbélbe, ahol taplalékul
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szolgalnak a kiilonféle Bifidobacterium-fajoknak. Habar az anyatej oligoszacharidokat
egységesen bifidusz faktornak nevezik, a kifejezés nem teljesen helytalld, mivel csak egyes, de
nem az Osszes Bifidobacterium novekedését serkentik [1]. A probiotikus hatasu
Bifidobacterium-fajok koziil csak a B-glikozidaz enzimmel rendelkez6k (Bifidobacterium
longum subsp. infantis, Bifidobacterium bifidum) képesek az oligoszacharidok enzimatikus
emésztésére. Az emésztés soran keletkezett termékeket energiaforrasként felhasznalva ezen
Bifidobacterium-fajok elszaporodnak a vastagbélben, igy végsOsoron az oligoszacharidok

hozzajarulnak a csecsemd egészséges béflorajanak kialakitasahoz [66, 67].

Ennek bizonyitasara klinikai vizsgalatokat is végeztek, melyekben a tapszerekhez frukto-
¢és galakto-oligoszacharidokat adtak. Az eredmények eltérést mutattak az oligoszacharidokat
nem tartalmazo tapszerrel taplalt csecsemok baktériumflorajahoz képest, azonban az anyatejjel
taplaltakkal Osszehasonlitva nem mutattak szignifikans eltérést [68, 69]. Az egészséges
baktériumflora pontos dsszetételét nem csupan az oligoszacharidok jelenléte vagy hianya, de
az oligoszacharidok Osszetétele is jelentOsen befolydsolja. LoCascio vizsgalatai bizonyitottak,
hogy a Bifidobacterium longum biovar. infantis — az altala termelt enzimek hasito-
képességének megfeleléen — a rdvidebb lanct oligoszacharidok jelenléte mellett nd

megfeleléen [67].

3.6.2. Antiadheziv funkcio

Az anyatej oligoszacharidok fontos feladata, hogy meggatoljak szdmos virus, baktérium
vagy protozoon altal okozott fert6zés kialakulasat az Gjsziilottben [1]. A legtobb koérokozod
csupan akkor tudja megtamadni a szervezetet, ha kotddése biztositott a hordozé epitélialis
felszinéhez, melynek alapja minden esetben egy receptor-ligand kdlcsonhatas a baktérium
felszinén talalhat6 adhézio fiiggd virulencia faktorok — tobbnyire lektinek, glikan-koto fehérjék
— és az epitél sejteken talalhaté komplement struktarak kozott [5, 49]. Az anyatejben talalhato
oligoszacharidok szerkezetileg hasonlok a sejtfelszini struktardkkal, igy vetélkedve veliik,
szolubilis receptoranalogként megkdtik a patogéneket, ezzel megakadalyozva azok

kapcsolodasat az epitél sejtekhez és magat a fertdzést.

Napjainkra szamos oligoszacharid esetében sikeriilt bizonyitani azok szerepét egyes
korokozok gatlasaban. A C. jejuni esetében, amely a hasmenéses megbetegedések egyik
leggyakoribb okozoja vilagszerte, a 2’-O-fukozillaktéz (2-FL) mutat gatld hatast. Emberi
intesztinalis nyalkahartyan végzett ex vivo vizsgalatok azt mutattak, hogy a bakterialis célpont
2-es tipusu H-antigénekhez (Fuc(al-2)Gal(f1-4)GICNAc-R) hasonléan al-2 helyzetben
fukozilalt oligoszacharidok gatoltak a C. jejuni kotédését [70]. A C. jejuni mellett mas
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korokozok, példaul a calicivirus esetében is az al-2 kotésben fukozildlt oligoszacharidok
bizonyultak gitlé hatdsunak. Morrow vizsgalatai sordn az al-2 kotésben fukdzt tartalmazéd
oligoszacharidok mennyisége a kiilonb6z6 anyak tejében 0,8 és 20,8 mmol/l kozott valtozott.
Azokban a csecsem6kben, akik olyan anyatejet kaptak, amelyben az a1-2 kotésben fukozilalt
oligoszacharidok koncentracidja nagyobb volt, kevésbé alakult ki a hasmenéses megbetegedés
kozepes és stlyos formaja. A Campylobacter okozta hasmenéses megbetegedés el6fordulasa
azokban a csecsemdkben volt kisebb, akik nagy koncentracidoban 2’-O-fukozillaktozt kaptak, a
calicivirus okozta hasmenéses megbetegedés eléfordulasa pedig azokban a csecsemékben volt
kisebb, akik nagy mennyiségben lakto-N-difukohexadzt tartalmazé anyatejet kaptak [71]. Mas
intesztinalis korokozok, mint példaul a V. cholerae esetében a neutralis oligoszacharidok

jatszanak szerepet a fert6zés megakadalyozasaban [72].

Az anyatej oligoszacharidok azonban nem csak az intesztinalis koérokozok elleni
védelemben toltenek be fontos szerepet. Az anyatej a nazofaringealis nyalkahartyaval és
idénként a fels6 1égutak egy részével is érintkezik, ezért az anyatejjel taplalt csecsemdkben
kisebb valoszintiséggel fordul el otitis media (kdzépfiilgyulladas). A kialakulasaért felelds S.
pneumoniae és a H. influenzae kotédését a faringealis és a bukkalis epitél sejtekhez szintén
gatoltak egyes oligoszacharidok [73]. Emellett a Pseudomonas aeruginosa és a respiratorikus
szincicialis virus (RSV) okozta 1égiti fertézések is kevésbé alakultak ki az anyatejjel
taplaltakban [74].

46 mannoz-rezisztens Escherichia coli torzset vizsgalva — melyek meningitiszt és
neonatalis szepszist okozhatnak — kidertilt, hogy 9 torzs specifikus kotddést mutatott az 02-3
kapcsolddasu neuraminsavat tartalmazo oligoszacharidokra, vagyis a szidlsavat tartalmazo
oligoszacharidok egy részére [75]. Az oligoszacharidok 1%-a, felszivodva a gasztointesztinalis
traktusbol, eljutva a szisztémads keringésbe, majd a vizelettel kivalasztodva meggatolhatja a

hagyuti fertézéseket (E. coli) is [76, 77].

A globalis problémat jelentd HIV-fertézés egy fontos aspektusa a fertdzés anyarol
gyermekre valo terjedése, illetve ennek megakadalyozasa. Egyes vizsgalatok szerint a fert6zés
atjutasa elleni védelemben jelentds szerepet toltenek be az anyatej oligoszacharidok. Amig a
patogének egy része lektineket termel ahhoz, hogy kapcsolddhassanak a sejtfelszini
glikanokhoz, addig a HIV és mas korokozok glikanokat expresszalnak €s a gazdasejt felszinén
talalhato lektinekhez kapcsolodnak a fert6zés kialakitasa érdekében. A HIV esetében a célpont
a dendritikus sejtek felszinén megtalalhatdé DC-SIGN, amelyhez a gp120 glikoprotein
segitségével képesek kotddni és ezaltal atjutni a nyalkahartya barrieren keresztiil a szervezetbe.
A kotodés alapjat a DC-SIGN gpl120-on talalhato, magas manndz-tartalmu régiok irant mutatott
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nagy affinitasa képezi. Azonban a DC-SIGN ennél is nagyobb affinitdst mutat a Lewis-
vércsoportrendszer antigének ellen, amilyen szerkezeti elemeket az anyatej oligoszacharidok is
tartalmaznak. {gy, mivel az anyatejes taplalasban részesiild csecsemék nyalkahartyaja az
anyatej oligoszacharidokkal boritott, ezek kompetitiven gatoljak a gpl120 kotddését a DC-
SIGN-hoz, vagyis a HIV terjedését az anyar6l az utodra [78].

A fentebb ismertetetteken feliil szamos tovabbi patogén (Entamoeba histolytica,
influenzavirus A, B, C, norovirus, rotavirus stb.) esetében bizonyitott az oligoszacharidok védo

szerepe [1].

3.6.3. Immunmodulans hatds

Az anyatej oligoszacharidok az antiadheziv funkcié mellett a bélhamsejtek sejtvalaszanak
modositasa révén is képesek védelmet nyujtani az enteralis patogének ellen. Egyes
oligoszacharidok jelenléte csokkentheti bizonyos enzimek génjének expresszidjat, igy azok
mennyiségét is. Ennek megfeleléen a 3’-szialillaktoz emberi epitél sejtvonalakon csokkenti
bizonyos szialiltranszferazok (ST3Gall, ST3Gal2, ST3Gal4) génexpresszidjat, igy a szidlsavas
sejtfelszini glikdnok mennyiségét, végsdsoron pedig az ezen glikanokhoz k6t6dd enteropatogén

E. coli kotddését is [1, 79].

Az oligoszacharidok emellett tobb kiilonb6z0 mechanizmussal valthatnak ki
immunmoduldns hatast: a sejtciklus, illetve szamos citokin termelddésének €s immunsejt
érésének befolyasolasan keresztiil, valamint az enterdlisan jelenlévd limfocita sejtekkel valod
kolcsonhatas révén. Emellett elképzelhetd, hogy a gasztrointesztinalisan felszivodd hanyad
szisztémas immunmodulator hatast valt ki [1]. A tetraszacharid LNnT ¢és az elagazo lancu
pentaszacharid LNFP 111 szerkezete megegyezik bizonyos parazita férgek felszinén expresszalodo
glikanok szerkezeti elemeivel, amelyek fokozzak a peritonedlisan jelenlévé makrofag populacio
jelenlétét [80]. Emellett igazoltak, hogy az LNFP III in vitro serkenti a TNFa és az IL-10
szekréciojat és a makrofag aktivitast [81].

3.6.4. Nekrotizalo enterokolitisz elleni védelem

A nekrotizalo enterokolitisz (NEC) az egyik leggyakoribb és legstlyosabb
korasziilottekben el6fordulo betegség, amely az 1500 g-nal kisebb sullyal sziiletett csecsemok
5-10%-nal jelentkezik, és mintegy negyediik halalat okozza. Sajnos a tulélé csecsemdk jelentds
hanyadaban is sulyos neurologiai sz6vodmények alakulhatnak ki. A betegség etiologidja maig
nem ismert pontosan, a kezelése napjainkban még csak az érintett bélszakasz sebészi
eltavolitasaval lehetséges, €s ennek megfelelden sok hosszu tava egészségiigyi kovetkezménnyel

jar. Ahogy sok mas betegség vonatkozéasaban, igy a NEC esetében is kimutattdk, hogy az
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anyatejjel taplalt csecsemdkben sokkal kisebb aranyban alakul ki a korkép, mint a tapszerrel
taplaltakban. Igy joggal feltételezhetd, hogy az anyatejben talalhato egy vagy tobb komponens
meggatolja a NEC kialakuldsat. Egy san diego-i kutatocsoport patkanyokon végzett
kisérletekkel vizsgalta, mely oligoszacharidoknak lehet gatlo szerepe a NEC kialakulasaban. A
tobb, mint 150 anyatej oligoszacharid koziil sikeresen azonositottak egyet, a diszialillakto-N-
tetradzt (DSLNT) (5. abra), amely szignifikansan csokkentette a NEC kialakulasat

patkanyokban, és a jovOben akar fontos komponensévé is valhat a modern tapszereknek [82].

5. abra - A diszialillakto-N-tetra6z: NeuAca2-3Galp1-3 (NeuAca2-6) GIcNAcp1-3Galpl-4Glc szerkezete a
Consortium for Functional Glycomics altal elfogadott jelolésrendszerben [43].

3.6.5. Agyi fejlodésben betoltott szerep

Bizonyitott, hogy az oligoszacharidok egy kis hdnyada nem iiriil ki az utéd szervezetébdl
a széklettel, hanem a bélbdl felszivodva bejut a szisztémas keringésbe. Ezt alatdmasztja a
csecsemo vizeletébdl is kimutathat6 kis mennyiségili oligoszacharid. Ezek a tények arra utalnak,
hogy az anyate] oligoszacharidoknak akar szisztémas hatdsaik is lehetnek, tobbek kozott

hozzajarulhatnak az utdd posztnatalis agyi fejlédéséhez [5].

A sziiletés utani idészakban az utdd gyors agyi fejlédésen esik at, emiatt nagymennyiségii
glikolipidet (galaktocerebrozid, gangliozid stb.) igényel, ami a neuronok sejtmembranjanak,
illetve a mielinhiivelynek fontos épitdeleme. A galaktocerebrozid szerkezetileg egy polaris
fejcsoporttal rendelkezik, amit galaktoz alkot [83]. Azonban kérdéses, hogy az utdd maja képes-
e azt a nagy mennyiségii galaktozt biztositani, ami az agyi fejlddéshez sziikséges. Elképzelhetd,
hogy ezt az alapanyagigényt csupan a kiilséleg, anyatejjel bevitt oligoszacharidok tudjak

fedezni, ezzel biztositva, hogy a galakt6z ne valjon limitalo tényezové a folyamatban [5, 84].

A sziiletés utan jelentdsen novekszik az agyi szidlsav mennyisége, ami egyértelmiien jelzi,
hogy a galaktoz mellett a szialsavnak is fontos szerepe lehet az agyi fejlédésben. Beépiilve a
gangliozidokba, hozzajarul az idegsejtek sejtmembranjanak kialakitdsdhoz. Ezt kivanja
alatamasztani az a kisérlet, amely soran 54, 0-4 hetes malacot vizsgaltak: egy csoportot

természetes Uton taplaltak, a tobbi csoport pedig kiilonb6z6 mennyiségli fehérjéhez kotott

25



DOI:10.14753/SE.2019.2250

szialsavval dusitott, illetve szialsavval nem dusitott tapszert kapott. Az eredmények azt
mutattak, hogy a természetes uton taplalt csoport rendelkezett a legjobb tanulasi képességgel,
de a szialsavval dusitott tapszerrel taplaltaknal is kiilonbséget fedeztek fel a szidlsav dozisaval
aranyosan [85]. Tapszerrel, illetve anyatejjel taplalt csecsemdk post mortem agyi vizsgalata
soran is azt tapasztaltdk, hogy a tapszerrel taplalt csecsemdOk agyi szialsav-koncentracidja
jelentdsen elmaradt az anyatejjel taplalt csecsemdk értékeitdl [86]. Egy tovabbi vizsgalat
igazolta, hogy az anyatejjel taplalt csecsemdk hét honapos korukban magasabb intelligencia
hanyadossal rendelkeznek, mint a tapszeres taplalasban részesiilé csecsemdk, a 18 honapos

korban végzett kognitiv teszteken pedig magasabb pontszamokat értek el [87].

3.6.6. Az anyai szervezetre gyakorolt hatdsok

Az oligoszacharidok bioldgiai hatasai bar nagymértékben, de nem kizarolagosan az
ujsziilottre terjednek ki. Az anyatejben megtalalhatd baktériumok {6 feladata az jsziilott
bélrendszerének inokuldcioja az egészséges bélflora kialakuldsanak érdekében, azonban a
jotékony baktériumok mellett az anyatej idonként tartalmaz patogéneket is. Ilyen kérokozd
lehet a Staphylococcus, ami a mastitisz (mellgyulladas) kialakulasanak egyik f6 kivalté oka, és
vords duzzanattal, f4jdalmas laktacioval és esetenként lazzal jaré allapotot eredményez. A 2°-
FL esetében laboratoriumi koriilmények kozott mar igazoltak, hogy egyes Staphylococcus-
sejtvonalakhoz képes kapcsolodni [88]. Igy elképzelhetd, hogy az oligoszacharidok az anyaban
emellett befolyasolhatjdk az emlémirigy epitél sejtjeinek valaszat, illetve a lokalis
immunvalaszt is [89]. Azonban potencialis védd funkciojuk mellett kedvez6tlen hatassal is
rendelkezhetnek azaltal, hogy taplalékul szolgalnak bizonyos patogéneknek, igy elGsegitve
azok elszaporodasat az eml6ben. Az ismertetett lokalis hatasaik mellett nem lehet kizarni, hogy
az 0jszilotthoz hasonléan az anyai szervezetben is rendelkeznek szisztémas hatassal. A
feltételezés alapjaul szolgal, hogy a sziilés elott és kozvetleniil utdna az oligoszacharidok

kimutathatok az anya vizeletébdl, amely retrograd ,,szivargast” feltételez [1, 90, 91].

3.7. Mesterséges taplalas: az oligoszacharidok potlasa, a tapszerek
Osszetétele

A jelenleg forgalomban 1évé csecsemd tapszereket két f6 szempont alapjan
csoportosithatjuk: életkor és tipus szerint. Eletkor szerint megkiilonboztetiink tjsziilottkortol
adagolhato anyatej-helyettesitd tapszereket, 6 honapos kortél adhaté anyatej-kiegészitd
tapszereket és 12 honapos kortol javasolt junior gyerekitalokat. Ezek dsszetétele alkalmazkodik

az adott életkorban szilikséges tdpanyag- €s energiaigényhez, az anyatej-kiegészitd (elvalaszto)
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tapszerek a hozzataplalas megkezdésével Osszhangban mar tartalmaznak keményitt vagy
rizspépet is. Kiilon kategoriat képeznek a korasziildttek szamara eldallitott tapszerek, amelyek
tipikusan magasabb energiatartalmtak €s olyan dsszetevoket (pl. L-karnitin) is tartalmaznak,

amelyek az anyatej-helyettesito tapszerekben nem talalhatok meg.

Egészséges csecsemOk esetén a tehéntej alapu tapszerek megfeleld alternativai az
anyatejes taplalasnak. A tehéntej alapu tapszerek Osszetétele sem egységes: az egyes gyartok
termékei eltérhetnek a fehérjék, a szénhidratok és a zsirok mennyiségét és mindségét tekintve.
Néhany gyartd pedig az emberi anyatej természetes fehérje-osszetételének biztositdsadhoz a

tehéntej 18:82 tejsavo fehérje:kazein aranyat 48:52 — 60:40 aranyra moédositja.

Azonban kiilonb6z6 egészségiigyi okokbdl a tehéntej alapu tapszerek helyett specialis
tapszeres taplalasra lehet sziikség. Galaktozémidban és akut gasztroenteritisz soran kialakuld

masodlagos laktozintolerancia esetén laktozmentes tapszerek adasa sziikséges.

Jol ismert, hogy a tehéntejben megtalalhaté fehérjék a csecsemdék 2-4%-aban
ingerlékenységgel, hanyassal, hasmenéssel, kititésekkel jaro allergias reakciot valtanak ki. A
tejfehérje-allergia elkeriilése érdekében ugynevezett hipoallergén tapszerek addsa javasolt.
Ezek részlegesen vagy extenziven (szemielementaris tapszerek) hidrolizalt fehérjéket
tartalmaznak, amelyek igy nem valtanak ki allergids reakciot. A hipoallergén tapszerek
indikacidja lehet ezen feliil, ha a csaladon beliil atopias dermatitisz halmozott eléfordulasa
figyelhetd meg, mert bizonyitott, hogy igy annak kialakuldsa megeldzhet6 vagy késleltethetd.
Taplalékfehérje iranti talérzékenység esetén javasolhato egyéb fehérje, példaul szoja, rizs vagy
szentjanoskenyérfa magfehérje bazisti tapszerek alkalmazasa is. Azonban a szdjaalapu
tapszerek esetén a gyermekek 10-14%-aban keresztreakcid figyelheté meg a szojafehérje és a
tejfehérje szerkezeti hasonldsagai miatt. Amennyiben a hipoallergén vagy egyeb fehérjealapu
tapszerek sem nyujtanak megoldast a tejfehérje-allergia ellen, akkor aminosav-alapu tapszerek
adésa valhat indokolttd. A specialis tapszerek korébe tartoznak még az antireflux tapszerek,
amelyek a szentjdnoskenyérfa liszt vagy keményitd tartalmuknak koszonhetden siirlibb
allagtiak és csokkentik a gyomortartalom nyeldcsdbe valo visszadramlasat. Emellett 1éteznek
még kiilonbozd anyagcsere-betegségekre (fenilketonuria, tirozinémia) adaptalt és utolérd-

fejlodést biztositd (magas fehérje- és energiatartalmu) csecsemo tapszerek is [92-97].

Az anyatej oligoszacharidok kiterjedt vizsgalataira a tapszergyartok is felfigyeltek és a
jelenleg kaphat6 tapszerek Gsszetételét az oligoszacharid-Osszetétel szempontjabol is probaljak
az anyatej Osszetételéhez igazitani. Azonban jelenleg a tapszerek oligoszacharid igényének
egyediili természetes forrasat a haziallatok teje biztosithatna, de ezek oligoszacharid-tartalma

és diverzitasa csekély. Igy az iparilag sziikséges mennyiségii oligoszacharid-keverék eldallitasa
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hatalmas mennyiségili alapanyagot €s energiaraforditast igényelne, rdadasul még igy sem tudna
teljes mértékben leképezni az anyatej oligoszacharid-Osszetételének valtozatossagat. Jelenleg
az anyatej oligoszacharidok funkcidinak potlasa alternativ, nem-humdén oligoszacharidokkal:
galakto- (GOS) és frukto-oligoszacharidokkal (FOS) torténik. Az ilyen prebiotikus tapszerek
9:1 aranyban tartalmazzak a galakto- és fruktooligoszacharidokat, amelyek molekulatomeg

eloszlasukban az anyatej oligoszacharidokkal sszevethetok [6].

A galakto-oligoszacharidok 3-10 monomer egységbdl felépiilé galaktoz (Gal)
oligomerek, melyek szintézise laktozbol enzimatikus transzglikozilacioval, -
galaktozidazokkal torténik. Az igy keletkez6 galakto-oligoszacharidok az enzim

specificitasatol fiiggden tartalmazhatnak B1-4, p1-6, B1-2 vagy akar B1-3 kotéseket is [1].

A frukto-oligoszacharidok féként a [2-1 kotést tartalmazo, inulin-tipust fruktoz
oligomerek kozé tartoznak. Gyartasuk soran elészor izolaljak ket kiilonb6z6 Compositae-
fajokbol, mint a cikoria, majd az izolalt, 2-60 monomer egységet tartalmazo polimereket
endoinulinaz enzim segitségével hasitjak kisebb oligomerekké. Elballitasuk masik 0tja a
transzfruktozilacio B-fruktozidazok segitségével, ahol szubsztratként a szachardz szolgal [1,

0g].

A jelenleg kaphat6 ,,csucstapszerek™ a fent emlitett anyagoknak kdszdnhetden a piac
egyik legfelkapottabb képviseléivé valtak, de fontos megjegyezni, hogy a prebiotikus hatast
galakto- és frukto-oligoszacharidok nem talalhatok meg természetesen az anyatejben, raadasul
sem fukozt, sem szialsavat nem tartalmaznak. Nyilvanvaloan a szerkezeti kiilonbozdségek
miatt nem tudnak tokéletes alternativai lenni az anyatejes taplalasnak, bar bizonyitottan eldnyos
gatoljak egyes patogének elszaporodésat a vastagbél kémhatisanak savanyitasaval, tovabba az
ozmotikusan aktiv, meg nem emésztett oligoszacharidok lagyitjdk a székletet. Emellett a
szerkezetbeli kiilonbozdségiik miatt befolyasoljak a bélflora dsszetételét, csokkentik az elsd hat
fertézéseket az els6 két életévben [1, 99-101]. Természetesen a hossza tava elényeik és

hatranyaik egyel6re nem ismertek, ezek megallapitasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

3.8. Az oligoszacharidok analitikai vizsgalé modszereinek attekintése

Az anyatej oligoszacharidok kutatdsa az 1900-as évekre nyulik vissza, amikor a magas
csecsemoOhalandosaggal Osszefiiggésben a kutatok felfigyeltek arra a tényre, hogy az anyatejjel
taplalt csecsemdk tulélési esélyei jelentdsen magasabbak nem anyatejjel taplalt tarsaikhoz
képest [1]. Azota szamos analitikai technika segitségével probaljak a kolosztrumban és az
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anyatejben megtalalhat6 oligoszacharidokat karakterizalni, azonositani €s mennyiségileg
jellemezni [102]. Ez az individualis oligoszacharidok biologiai funkcidjanak azonositasahoz és

ezaltal korszeriibb tapszerek eldallitasahoz egyarant elengedhetetlen.

Habar a kiilonb6z6 cukrok analizise egy kiilon tudomanyagga nétte ki magat
(glikomika), szénhidratok komplex biologiai mintakbol térténd analizisére a mai napig nincs
altalanosan alkalmazhat6 modszer. Ennek egyik oka a bioldgiai mintak rendkiviil komplex
Osszetétele, ami hosszas, tobb 1€pésbdl alldo mintaeldkészitést igényel, emellett neheziti az a
tény, hogy a szacharidok jelentdsen eltéré koncentracidban talalhatok meg a mintakban, sok
esetben rendkiviil kis mennyiségben. Tovabbi analitikai kihivast okoz a monomerek valtozatos
kapcsolodasi  lehet6ségébdl adodd nagy szerkezeti diverzitds, polidiszperzio és a
bioszintézisbol addéddé mikroheterogén szerkezetek jelenléte. Detektalasuk a kromofor
csoportok hianya miatt abszorbanciamérésen alapulé modszerekkel nem lehetséges. Emellett
az oligoszacharidok redukalé végén megtalalhatdo gliikoz egység o/f anoméridja
kromatografiasan Ssok esetben két cstucsot, NMR spektroszkopiaval pedig jelsorozat

duplazodast eredményez, ami tovabb neheziti vizsgalatukat [103].

Anyatej mintak esetén kiilon figyelmet igényel a rendelkezésre allo minta Kis
mennyisége, illetve a mintdkban jelenlévd, az oligoszacharidokhoz képest nagysagrendekkel
nagyobb mennyiségben eléforduld diszacharid laktéz. Az oligoszacharidok izolaldsanak elsd
Iépése a fehérjék és zsirok eltavolitasa az anyatejbdl. Kloroformos-metanolos folyadék-
folyadék extrakciot kovetden centrifugalassal a zsirokat kioldd kloroformos fazis és a
kicsapodott fehérje egyarant elvalaszthato a vizes-metanolos oldatrészt6l, amelyben az
oligoszacharidok mellett egyéb hidrofil kismolekulak (aminosavak, citrat stb.) is
megtalalhatok. Liofilizalast kovetden méretkizarasos kromatografiat (gélsziirést) alkalmazva az
oligoszacharidok elvalaszthatok a nagy mennyiségben jelenlévd laktoztol. Az elvalasztast
kovetden natriumboérhidrides redukcioval alditol formava alakithatok az oligoszacharidok,
megsziintetve a mutarotaci6 okozta alfa- és béta-anomériat, ami sziikségteleniil megnehezitené
az amugy is komplex keverék kromatografids vizsgalatat [15]. A rendkiviil iddigényes,
tobblépéses mintaelokészités gyorsabba tétele jelentdsen egyszerlisitheti az anyatej
oligoszacharidok vizsgalatat. 2017-ben Wu és mtsai. egy 96-lyuku plate-alapu, nagy
ateresztoképességli mintaelokészitési protokollt dolgoztak ki a hagyomanyos mintaelOkészités
alternativajaként [104]. Azonban ez a modszer onmagaban csak egy anyatej oligoszacharid
keverék eldallitasat biztositja, a rendkiviil kozeli szerkezetek elvalasztasahoz és ezaltal a
mennyiségi meghatarozashoz tovabbra is sziikséges a megfeleld -elvalasztistechnika

alkalmazasa.
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Az anyate] oligoszacharidok analitikaja az esetek jelentds tobbségében valamilyen
tomegspektrometriaval kapcsolt folyadékkromatografias modszerrel torténik [2, 15, 82, 105],
de az irodalomban megtalalhatd néhany magneses magrezonancia spektroszkopian (NMR)

alapulo [106-108], illetve kapillaris elektroforézissel végzett tanulmany is [109-111].

3.8.1. Elvadlasztastechnika

Az anyatej oligoszacharidok mennyiségi jellemzéséhez, valamint szerkezetiik
tomegspektrometriaval ~ torténd  meghatarozasdhoz  elengedhetetlen a  megfeleld
elvalasztastechnikai modszer megvalasztasa. Ennek alkalmasnak kell lennie a polaris, sok
elagazast is tartalmazd, izomer szerkezetli — pl. kapcsolodasi izoméria — oligoszacharidok

komplex keverékét frakcionalni [112].

Az elvélasztastechnikai modszerek kozott a magas pH-ji anioncseréld kromatografia
(HPAEC) pulzalé amperometrias detektorral (PAD) kapcsolva egyarant alkalmas a neutralis
illetve a savas karakteri oligoszacharidok elvalasztasara, valamint alkalmas lehet szamos
izomer szerkezet elvalasztasara is [113, 114]. Azonban az elGzetes mintaelékészités,
kiilonosképpen, ha tomegspektrometriaval kapcsolt a modszer, rendkiviil id6igényessé teszi azt
[115, 116]. Mindemellett esetenként sziikséges lehet a semleges és a savas karakteri
oligoszacharidok el6zetes elvalasztasa, ami tovabb noveli az analizisid6t [117]. Forditott fazist
HPLC alkalmazasa az oligoszacharidok elézetes derivatizacidjat igényli, mivel a nativ
szerkezetek ezen az all6fazison nem rendelkeznek retencidoval. A szarmazékképzés tipikusan
megsziinteti a mutarotaciot és az ebb6l adodo esetleges cstucskett6z6dést, valamint lehetévé
teszi kromofor csoportok létrehozésat, ezaltal az UV-detektalast. Oligoszacharidok esetén
gyakran alkalmazott szarmazékképzok az alabbiak: 1-fenil-3-metil-5-pirazolon, 2-
aminopiridin, p-aminobenzoesav, antranilsav, p-nitroanilin, etil-para-amino-benzoat, 2-
aminoakridon [117-124]. A forditott fazisit HPLC részben ugyan képes az izomer szerkezetek
elvalasztasdra, azonban a nagyon kozeli szerkezetekre nem képes megfelelo felbontast
biztositani , ami az anyatej oligoszacharidok analizisekor nagy hangsulyt kap [124-126]. Ugyan
a forditott fazisi kromatografidhoz képest joval kisebb aranyban, de normal fazisu
kromatografiaval torténd anyatej oligoszacharid vizsgalatra is van példa az irodalomban [122,
123]. A hidrofil interakcion alapuldé kromatografia (HILIC) az anyatej oligoszacharidok
analitikajaban meglehetésen ujkeleti technika. A HILIC esetén az oligoszacharidok
fluoreszcens detektalasat a 2-aminobenzamiddal torténd szarmazékképzés tette lehetdvé. A
HILIC modszerre 4altalaban elmondhatd, hogy az izomer szerkezetek nem megfeleld
elvalasztasa nehézséget jelent, viszont a szidlsav-tartalmi izomerek -elvalasztisara jo

eredményekkel szolgalt [117, 127]. A micellaris elektrokinetikus kromatografia (MEKC) jo
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izomer elvalasztast biztosit a szidlsav-tartalmu oligoszacharidokra, azonban a t6lt6tt részecskék
jelenlétének sziikségessége miatt semleges anyatej oligoszacharidok vizsgalatira nem
alkalmas, ami nagy limital6 tényez6 a mddszer gyakorlati alkalmazhatésagaban [117, 128,
129]. A porozus grafit (PGC) allofazisok egyediilalld izomer elvalasztast képesek biztositani,
azonban az o-/B-anomerek nem kivant elvalasztidsa neheziti az analizist. Ez a jelenség a
redukald cukrok elvalasztdsat tovabb bonyolitja, mivel az anomerek -elvalasaval az
elvalasztand6 részecskék szama dupldjara nd, a jel/zaj arany pedig romlik. Az anomerek
kromatografias szétvalasanak kikiiszobolésére széles korben alkalmazott modszer a redukalo

lancvég borohidrides redukcioja [102, 104, 112, 130].

A szamos folyadékkromatografiads modszer mellett eziddig az anyatej oligoszacharidok
azonositasara és mennyiségi jellemzésére gazkromatografias modszer nem kertilt kidolgozasra.
Annak ellenére, hogy a cukrok analitikdjaban nem a gazkromatografia az elsddleges valasztas,
monoszacharidok vizsgalatara meglehet6sen elterjedt [131-133]. A ndvényanalitikaban néhany
kutatocsoport mar kifejlesztett olyan gazkromatografias modszereket, amelyek alkalmasak
mono-, di- és akar triszacharidok azonositasara is. Bebizonyitottak, hogy a gazkromatografia
alkalmas kiilonb6z6 névényekrdl (akac, hars, repce, napraforgéd és fenyd) gyiijtott mézekben
monoszacharidok (fruktoz, gliikoz és inozitol), diszacharidok (szukr6z, maltéz, genciobioz €s
palatin6z), valamint triszacharidok (raffindz, maltotridz és pan6z) azonositasara és mennyiségi
meghatarozasara. A GC-MS vizsgalatokhoz a szacharidokat eldzetesen trimetilszilil ¢€s

trimetilszilil-oxim szarmazékokka alakitottak [134, 135].
3.8.2. Kapcsolt modszerek

Az anyatej oligoszacharidok kizardlag elvalasztastechnikan alapuld vizsgalata esetén
azonositasukhoz standardok sziikségesek a retencids idok dsszevetése céljabol, azonban ez sok
esetben nem 4all rendelkezésre és/vagy rendkiviil draga. Emellett figyelembe véve, hogy az
egyes mintak dsszetétele jelentdsen eltérhet, az elicid nem teljesen megegyezd az egyes futdsok
kozott, és még standard anyagok esetén sem zarhato ki a koelucio, igy a kapcsolt technikak
alkalmazasa joforman elengedhetetlen a jobb azonosithatosag érdekében [117]. A
kromatografids elvalasztasok kiilonb6z6 tipusu tomegspektrométerekkel vald kapcsolasa
tovabb gazdagitja az anyatej oligoszacharidok analitikai vizsgalati lehetdségeit. A minta
1onizacioja leggyakrabban elektroporlasztasos ionizacidval torténik (ESI) pozitiv vagy negativ
modban [123, 136, 137]. Azonban gyakran alkalmazott ionizacios mod a matrix-segitett 1ézer
deszorpcid/ionizacid (MALDI) is, kiilonosképpen HPAEC elvélasztast kovetden, habar a
MALDI esetében a minta tomegspektrometrias vizsgalatra vald elokészitése tovabbi 1épésekkel
(matrix-minta oldat elkészitése, raszaritasa a mintatartora stb.) boviil [113, 114]. Egyediilallo
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szerkezetigazolast biztosit a matrix-segitett lézer deszorpcids/ionizacidos Fourier
transzformacioés ion ciklotron rezonancia tomegspektrometria (MALDI-FTICR-MS), a
kvadrupol-repiilési id6 analizatoros tomegspektrometria (QTOF-MS), a MALDI-TOF-MS és a
kvadrupoél-ioncsapda tomegspektrometria (QIT-MS) [102].

A mikrofluidikai technologianak koszonhet6en a chip-alapu LC-moédszerek elterjedése a
hagyomanyos LC-rendszerekhez képest forradalmasitotta a kismolekulds analitikai
vizsgalatokat. A polimer mikrochipre integralt kapillaris és igy a cs6csatlakozasok megsziinése,
illetve a nanospray alkalmazasa a modszernek nagy érzékenységet és konnyl
automatizalhatésagot kolcsondz, igy a glikomika egyik legnagyobb teljesitOképességii
analitikai kapcsolt technikajava valt. A HPLC-Chip rendszerek detektoraként alkalmazott
repiilési 1d6 analizatorral ellatott tomegspektrométer (MS/TOF) pedig a rendkiviili
érzékenységével és nagypontossagli tomegmérésével a kimutathatosagi hatart akar a femtomol
tartomanyba is képes leszoritani [2, 15]. Ruhaak és mtsai. kihasznalva ezt az \ij technologiat,
egy nano-LC PGC chip TOF-MS modszerrel, pozitiv ionizacios mddban tobb, mint 200 anyatej
oligoszacharid szerkezetet valasztottak el egymastol. A kidolgozott mddszerrel a semleges és a
szidlsav-tartalmu oligoszacharidokat egy rendszerben tudtak elvalasztani egymastol. Anyatej
konyvtar segitségével pedig, amely tartalmazza az adott oligoszacharid retencios idejét,

tomegét ¢és fragmentacids mintazatat, azonnali azonositast értek el [44, 105, 117].

Mindezek ellenére a tomegspektrometria sem képes minden szerkezetvizsgalati problémat
egyértelmiien megoldani. Az oligoszacharidok szerkezete igen komplex, azonos atomi
Osszetételhez rendkiviil sok, igen kiilonb6zd szerkezet tartozhat, leggyakoribb példa erre a
pozicionalis izomerek jelenléte. Tekintettel arra, hogy a szializacidonak, fukozilaciénak, de a
redukald végen talalhatd laktozrdl induld lanchosszabbitd 1€péseknek is szamos lehetséges
helye van, nem meglepd, hogy bizonyos oligoszacharidok esetében az izomerek szama messze
meghaladhatja a tizet is [2]. A mai modern protokoll a kovetkez6k szerint torténik: az
oligoszacharidokat eldszor HPLC segitségével frakciokra gytijtik, majd minden egyes
frakciobol HPLC-Chip/TOF MS segitségével retencios id6ket hataroznak meg, illetve MALDI-
FT-ICR MS segitségével rendkiviil pontos moltdmeg meghatarozast végeznek. Ezt kovetden
minden egyes komponens tandem MS tomegspektrumat felvéve, a fragmentacios mintazatbol
nagy es¢llyel megallapithaté a kérdéses szerkezetek szekvencidja. Az izomer szerkezetek
pontos elagazasi helyeinek feltérképezéséhez 1€pésrol 1épésre torténd exoglikozidaz hasitasokat
koveté MS vizsgalatokra van sziikség. Ezen modszer segitségével teljes konyvtarat hoztak létre
az anyatejben talalhato oligoszacharidokrol, melyben — ahogy fentebb mar emlitésre keriilt -

megtaldlhatd az egyes oligoszacharidok retencids ideje, pontos tomege és tandem MS
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tomegspektruma, ezzel megkonnyitve a késébbi azonositasukat [2, 15]. Természetesen ehhez
mindenben kovetni kell a protokollt, igy nem keriilheté ki a hazdnkban még szinte

elérhetetlennek tind miszeregylittes alkalmazasa sem.
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4, Célkituzések

4.1. A diszacharid épitoelemek vizsgalata

Doktori munkam soran célul tiiztiik ki az anyatej oligoszacharidokat felépitd két
legfontosabb diszacharid egység, az LNB ¢és a LacNAc kimutatasat és mennyiségi
meghatarozasat anyatej mintakbol. Ezek koziil az LNB az 1-es tipusu anyatej oligoszacharidok
kialakitasaban fontos, és beépiilése lancterminaciot eredményez, amig a LacNAc sokkal inkabb
a 2-es tipusu anyatej oligoszacharidokra jellemzd, és beépiilése a szacharid vaz tovabbépiilését
segiti el6 [1]. Ezek a rendkiviil kozeli diszacharid struktirak minddssze a galaktoz és az N-
acetilglikézamin kozotti kotés helyzetében térnek el: amig a LacNAc esetében a két
monoszacharidot egy B1-4 kotés kapesolja Ossze, addig az LNB esetében a két épitbegység
kozott egy P1-3 glikozidos kotés talalhato meg (6. abra). Ezek az apré szerkezeti eltérések
rendkiviil hasonl6 kromatografias tulajdonsagokat eredményeznek, ezért elvalasztasuk kihivast
jelent. Ezen feliil azonos molekulatomeggel rendelkeznek (383,4 g/mol) és UV-elnyelésiik

csekély.

Lakto-N-biéz OH
OH E
HO
E o)
o HO
o
HO e
g1-3 NHAc ont

OH

N-acetillaktozamin

Ho M OH
o)
o)
B 1-4 Hoaoﬁ
O . OH HE “wOH
NHAc

6. abra - Az oligoszacharidok felépitésében fontos diszacharidok: a lakto-N-bi6z (LNB) és az N-
acetillaktdzamin (LacNAC) szerkezete, és a Consortium for Functional Glycomics altal elfogadott jelolése.

Feltételezésiink szerint a szabad formaji LNB ¢€s LacNAc el6fordulasa a kolosztrumban
¢s az anyatejben nem lehet véletlen. Mivel az emberi szervezetben megtalalhatd biomolekulak
bioszintézisét a természetes szelekcid hatarozza meg, igy sziikségtelen molekulak szintézise
felesleges energiafelhasznalashoz vezetne [2]. Ezért, ha az LNB ¢és a LacNAc jelenléte
kimutathaté az anyatej mintakbol, az fontos biologiai funkcidt vetithet eld €s igy jelentds
célmolekuldkkd 1éphetnek eld: kimutatdsukkal kozelebb keriilhetiink az anyatej
oligoszacharidok bioszintézisének megértéséhez vagy jelenlétiikk akar teljesen 0j biologiai
funkcidt is jelezhet. Azonositdsuk és mennyiségi meghatirozasuk emellett a tapszergyartok

korében is jelentdséggel birhat, hiszen az anyatej ujabb €s ujabb OsszetevOinek azonositasa
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lehetévé teszi egy, az anyatej tulajdonsagaira és Osszetételére leginkdbb hasonlitd tapszer
eléallitasat. A potencidlis bioldgiai jelentdségiik mellett a kihivast jelentd analitikai probléma

megoldasa is ezen célmolekulak vizsgalata felé iranyitott minket.

4.2. Triszacharidok vizsgalata gazkromatografiaval

Doktori munkam tovabbi célkitiizése egy olyan GC-MS modszer kidolgozasa volt,
amely lehetové teszi a 2°-O-fukozillaktoz (2°-FL) és a 3-O-fukozillaktéz (3-FL) azonositasat
€s mennyiségi meghatdrozasat anyatej mintakbol (7. abra). A 2’-FL a leggyakoribb
oligoszacharid az anyatejben (kivéve a nem-szekretor anyak tejét, amelyben az al-2
fukoziltranszferaz enzim hianya miatt nincs jelen a 2°-FL). A Kapcsolodasi izomer 3-FL sokkal
kisebb mennyiségben taldlhaté meg az anyatejben, azonban még igy is nagy mennyiséget tesz

ki a teljes oligoszacharid mennyiséget illeten.

OH

2°-0-fukozillakt6z oH
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7. abra — Az anyatejben megtalalhato két, fukozil egységet tartalmazo triszacharid, a 2’-O-fukozillaktoz és a 3-
O-fukozillaktoz szerkezete, és a Consortium for Functional Glycomics 4ltal elfogadott jeldlése.

Jelentés mennyiségiik mellett a lehetséges bioldgiai funkcidik miatt is fontos
célmolekulaknak bizonyulnak. A prebiotikus hatas, valamint az enterohepatikus E. coli és a P.
aeruginosa korokozok gatlasa mindkét triszacharidra jellemz6, mikozben a C. jejuni és a
Salmonella enterica serovar. fyris gatlasa csupan a 2’-FL-ra jellemz6 [1, 138]. Emellett a 2°-
FL képes gatolni szamos Enterobacteriaceae torzs novekedését, amelyek hozzajarulnak a
bélrendszer gyulladasahoz és a nektorizald enterokolitisz (NEC) kialakulasahoz [139]. A
tapszergyartok manapsag nagy erdfeszitéseket tesznek, hogy az anyatej Osszetételéhez és
tulajdonsagaihoz leginkabb hasonlité tdpszerek keriiljenek a piacra. Mivel a 2°-FL és a 3-FL

kémiai és enzimatikus szintézise is relative egyszerli a komplexebb oligoszacharidokkal
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Osszehasonlitva, raadasul jelentés mennyiségben taldlhatok meg az anyatejben, ezért a
tapszergyartok elso és legfontosabb célmolekulai koz¢ tartoznak. EQy 2015-ben, az Eurdpiai
Elelmiszerbiztonsagi Hatosag Taplalékkiegészitok, Taplalas és Allergia Munkabizottsaga ltal
kiadott, a 2’-FL biztonsadgossagardl sz6ldo tudomanyos vélemény szerint pedig a 2’-FL a

megadott indikaciokban és mennyiségben biztonsagosan alkalmazhat6 [140].
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5. Modszerek

5.1. Lakto-N-bioz és N-acetillaktézamin vizsgalata
5.1.1. Anyatej mintak, standard anyagok és reagensek

Az anyatej mintak egészséges onkéntesektdl szarmaznak a sziilést kovetd idészakbol. A
mintakat steril mintatartokba gyljtottilk ¢és felhasznalasig -40 °C-on taroltuk. Az LNB ¢és
LacNAc standardokat részben a Glycom Hungary Kft.-t6l kaptuk, illetve az Elicityl SA
(Crolles, France) ¢és a Carbosynth Limited (Berkshire, UK) cégekt6l vasaroltuk. A Bio-Rad
Bio-gel P2 méretkizarasos kromatografids oszloptoltet a Bio-Rad Laboratoires Inc.-t6l
(Hercules, California, USA) szarmazott. A 6 ml-es Dionex SolEx 535 nem-porusos grafitizalt
szén alapt szilardfazisu extrakcios oszlopokat a Thermo Fisher Scientific Inc.-t61 (Waltham,
MA, USA) szereztilk be. A reagens natrium-hidroxid, 1-fenil-3-metil-5-pirazolon (PMP),
hidrogén-klorid, diklérmetan, metanol, acetonitril, kloroform, hangyasav, fenol, kénsav,
natrium-azid és natrium-borhidrid, valamint az eltcidhoz hasznalt metanol és acetonitril
eluensek és az ammonium-acetat mind a Sigma-Aldrich Chemie GmbH-tél (Bedford, MA,
USA) szarmazik.

5.1.2. Miiszerek

A HPLC méréseket, valamint a validalast egy G1379A gaztalanitoval, G1312A binaris
gradiens pumpaval, G1329A automata mintavevovel és egy G1316A oszloptermosztattal
felszerelt Agilent 1100 HPLC rendszeren végeztik (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany). A tomegspektrometrias méréseket egy Agilent 6410B harmas kvadrupol
analizatorral €s elektroporlasztasos ionizacids (ESI) ionforrassal felszerelt késziiléken végeztiik

(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA).

5.1.3. HILIC mddszer

A kromatografias elvalasztashoz egy Phenomenex Luna HILIC (5 um; 250 x 4,6 mm)
oszlopot (Glycom Hungary Kft.-t61 kaptuk) alkalmaztunk. A méréseink soran
acetonitril/metanol ¢és viz kiilonbozé aranyt elegyeit hasznaltuk eluensként az izokratikus
elvalasztashoz, 25 °C oszloptér homérséklet €s 1 ml/perc dramlési sebesség mellett. A

tomegspektrometrids detektalast pozitiv ionizacios modban végeztiik.

5.1.4. RP-HPLC maddszer

A szacharidok forditott fazisi kromatografids vizsgélatdhoz szarmazékképzést

végeztiink. A szarmazékképzés elsé 1épéseként 1-15 mg szacharidot oldottunk 10 ml 0,3 M
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NaOH oldatban. Az igy késziilt szacharidoldat 50 pl-ét osszekevertiik 75 ul 0,5 M PMP-
oldattal, majd 70 °C-on 30 percig melegitettiikk. Szobahdmérsékletre vald hiités utan 75 pl 0,3
M HCI oldattal semlegesitettiik és 100 °C-on vakuum alatt szarazra paroltuk. A szaraz mintat
1 ml desztillalt vizben visszaoldottuk és haromszori 1 ml-es kirazast végeztiink diklormetannal
a reagalatlan PMP eltavolitasa céljabol. A visszamaradt vizes fazist ezt kovetden
kromatografiasan vizsgaltuk [141]. Eluensként acetonitrilt és 0,1 M ammonium-acetat
keverékét hasznaltuk, 1 ml/perc dramlési sebesség és 25 °C-0S oszloptér hdmérséklet mellett,
gradiens eltcios program szerint (3. tablazat). Allofazisként egy TSK gel ODS - 100 V (5 um;
250 x 4,6 mm) oszlopot hasznaltunk (Glycom Hungary Kft.-tél kaptuk). A detektalast UV-
lathaté diddasoros detektor segitségével 245 nm-en végeztiik, illetve tomegspektrometridsan is

monitoroztuk a megjelent cstcsok m/z értékét ((M+H]" = m/z 714).

3. tablazat - Az LNB és LacNAc elvalasztasahoz alkalmazott forditott fazisti kromatografias rendszer

paraméterei.
t (perc) | ACN (%) | 0,1 M CH3COONHz4 (%)
0,0 15 85
35,0 22 78
45,0 22 78
45,2 15 85
50,0 15 85

5.1.5. PGC

A komatografias elvalasztashoz egy Hypercarb (5 um; 100 x 2,1 mm) oszlopot (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hasznaltunk. Az oszlopot allando, 25 °C-0s
homérsékletre temperaltuk. A mozgofazisként 0,1% V/V hangyasavat tartalmazo vizes oldatot,
B mozgofazisként pedig metanolt hasznaltunk. Az LNB és a LacNAc elvalasztisa egy
1zokratikus elicios mddszerrel tortént 3% B mozgofazis, 0,5 ml/perces dramlasi sebesség és 12
perces analizisidé mellett. A retencids idOk megfeleld reprodukalhatdésaga érdekében minden
egyes analizis el6tt egy mosasi protokollt futtattunk le, amelynek paraméterei a 4. tablazatban

lathatok. Az aramlasi sebesség 0,5 ml/perc, az automata mintavevdé hémérséklete 5 °C volt.

4. tablazat — Az LNB és LacNAc analizisekor alkalmazott gradiens mosasi protokoll paraméterei.

0,1% V/V HCOOH
t (perc) (%) MeOH (%)
0,0 97 3
0,1 10 90
20,0 10 90
20,1 97 3
27,0 97 3

A tomegspektometrias paraméterck az 5. tablazatban kertiltek 6sszefoglalasra.
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5. tablazat — Az LNB ¢és LacNAc detektalasahoz hasznalt tomegspektrometrids modszer paraméterei.

Porlasztogaz homérséklete 350 °C
Porlasztogaz nyoméasa 40 psi
Porlasztogaz aramlasi sebessége 9 |/perc
Kapillaris fesziiltség 4000 V
Fragmentor fesziiltség 210 V
Utkozési energia 28V

Utkéztetd gazként nitrogén gazt alkalmaztunk. A tdmegspektrumokat pozitiv ionizacios
modban vettiik fel. A mennyiségi meghatarozas eldtt a fragmentor fesziiltség €s az litk6zési
energia értékeket az Agilent Masshunter Optimizer szoftver segitségével allapitottuk meg. A
m/z 408 prekurzor ion — ami nem mas, mint a redukalt cukrok natrium adduktja, [M+Na]* —
fragmentaciodja 2 {6 fragmenst eredményezett. A 210 V fragmentor fesziiltség és 28 V titkdzési
energiaval nyert m/z 246 fragmenst valasztottuk a mennyiségi meghatarozashoz, amig a 210 V
fragmentor fesziiltség és 28 V {itkozési energiaval nyert m/z 228 fragmens a kvalifikalas
céljabol kertilt kivalasztasra, mind az LNB, mind a LacNAc esetében. Az LNB-re vagy a
LacNAc-ra szelektiv fragmenst sem a fent megjelolt paraméterek, sem mdés fragmentor
fesziiltségek ¢és iitkdzési energidk mellett nem tapasztaltunk. A mennyiségi meghatdrozast
tobbcsatornds reakciokovetéssel (MRM) végeztik. A mérésekhez, valamint azok

kiértékeléséhez Masshunter B.01 03 szoftvert hasznaltunk.

5.1.6. Mintaelokészités

5.1.6.1. Zsirok és fehérjék eltavolitasa a mintakbol
A torzsoldatok eldzetesen redukalt LNB és LacNAc standardok pontos bemérésével €s
vizben vald oldasaval késziiltek, koncentraciojuk 60 pg/ml volt. A validalashoz hasznalt

oldatok a torzsoldat vizzel valdo megfeleld higitasaval késziiltek.

Az anyatej zsir- és fehérjementesitéséhez a Ninonuevo és mtsai altal hasznalt modszert
adaptaltuk kisebb modositasokkal [15]. Az anyatej mintakat (10 ml) 4 térfogategység (40 ml)
2:1, VIV Kkloroform:metanol keverékkel extrahaltuk. A keveréket 5-10 percen keresztiil razattuk
vortex segitségével, majd az igy kapott emulzidt 30 percen keresztiil 3139 xg (6000 rpm)
mellett egy SIGMA Sartorius 2-16P centrifugaval centrifugaltuk. A felsd, vizes-metanolos
fazist Osszegyljtottiik, majd az also kloroformos fazist és a kicsapott fehérjéket elontottiik. A
teljes folyamatot megismételtiikk a mintael6készités megfelelé hatékonysaga érdekében. A
masodik folyadék-folyadék extrakcid és centrifugalas soran Osszegylijtott vizes-metanolos
fazist No gdz alatt paroltuk be a szerves oldoszer eltdvolitasaig, majd a mintat liofilizaltuk egy

SCANVAC CoolSafe liofilizatorral.
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5.1.6.2. LNB/LacNAc tartalmu frakciok izolalasa

A liofilizalt mintdkat 500 pl desztillalt vizben oldottuk fel, majd méretkizarasos
oszlopkromatografianak vetettilk ald, hogy a nagy mennyiségben jelenlévd laktoztol
elvalasszuk az anyatejben megtalalhato tobbi szacharidot, valamint, hogy ezen szacharidokat
méretlik alapjan frakcionaljuk. A méretkizarasos oszlop (hossz: 170 cm, bels6 atmérd: 2 cm)
allofazisa egy BioRad Bio Gel P2 toltet volt. Eluensként 0,2 g/l toménységii natrium-azidos
desztillalt vizet hasznaltunk. Osszesen 225 frakciot gyijtdttiink az elvélasztas soran, egyenként

1,8 ml-es térfogattal.

5.1.6.3. LNB/LacNAc detektalasa a frakciokban

A frakciok el6zetes vizsgalatat egy fenol — HoSOs szinreakcioval végeztiik el (8. abra)
[142]. Minden egyes frakci6 100 pl-éhez 25 pl 80%-os fenol oldatot és 250 pl tomény HoSO4-
at adtunk. A szacharidtartalmu frakciok a szinreakcié eredményeként 10 perc alatt sargas-
szinreakcidkat add frakcidkat egy tomegspektometrids vizsgalatnak vetettiik ald, hogy
meghatarozzuk az LNB/LacNAc-tartalmu frakcidkat. A méréseket egy Agilent 6230 repiilési
1d6 analizatoros elektroporlasztdsos ionizacids késziiléken végeztik. Az LNB/LacNAc-

tartalmu frakciokat 6sszedntottiik, majd liofilizaltuk.

8. abra - Az aspecifikus fenol — H,SO4 reakcié eredményeként a szacharidtartalmu frakciok a
cukorkoncentraciotol fliggben barnas-narancssargara szinezédnek, a képz6dott szines termék abszorpcios
maximuma 496 nm.

5.1.6.4. LNB/LacNAc redukaldsa

Az LNB/LacNAc alditol formava valé redukciojahoz 1,0 M NaBHs-oldatot hasznaltunk.
A redukcidhoz az eldzetesen liofilizalt mintakat 200 pl desztillalt vizben oldottuk, majd a 200
ul 1,0 M NaBHs-oldat hozzaadéasa utan 90 percig 65 °C-os vizfiirdében inkubaltuk [105]. A
redukcid lezajlasat kovetden a sokat szilardfazisu extrakcioval tavolitottuk el, amihez egy nem-
porusos grafitizalt szén toltetli oszlopot hasznaltunk. A mintik felvitele el6tt a toltetet 6 ml
metanollal és 6 ml desztillalt vizzel kondicionaltuk. A redukalt mintakat 1 ml desztillalt vizben
oldottuk fel, majd felvittiik a toltetre. A mosasi protokollt Arias és mtsai-tol vettiik at kisebb
modositasokkal: 7 x 2 ml 2-3 °C-os desztillalt vizzel mostuk le a tdltetrdl a borat sokat. A

redukalt LNB/LacNAc elucigjat 3 X 1 ml szobahdmérsékleti 1:1 térfogataranya ACN:H20
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keverékkel végeztiik [143]. Az igy kapott 3 ml-es mintakat liofilizaltuk, majd a korabban leirt
(5.1.5 fejezet) HPLC-MS modszerrel analizaltuk.

5.1.7. Modszervalidalds

A moddszervalidalast az Eurdpai Gyogyszeriigynokség (EMA) iranyelvei alapjan végeztiik
[144], meghataroztuk a modszer specifikussagat, szelektivitasat, pontossagat, linearitasat,
kimutatasi hatarat, mennyiségi jellemzési hatarat, torzitatlansagat és az alkalmazott oldatok
stabilitasat.

A moddszer pontossagat az LNB és a LacNAc retencids idejének és csucs alatti teriileteinek
kiilonb6z6, de allandd koncentracioszintet vizsgaltunk (0,03 pg/ml, 0,06 pg/ml, 0,3 pg/ml, 0,9
ug/ml).

A linearitast 0,03-0,9 pg/ml koncentrécid tartomanyban vizsgaltuk. A kalibracios
egyenesek hat pontbol alltak, minden koncentraciondl harom injektalast végeztiink. A
regresszios egyeneshez a legkisebb négyzetek modszerét hasznéltuk. Annak érdekében, hogy
igazoljuk, hogy a kalibraci6 megbizhat6 eredményekkel szolgal, egy reprezentativ mintdn
standard addiciot végeztiink. Ehhez felvettilk az LNB és a LacNAc kalibracids egyenesét tigy,
hogy a laktacid negyedik napjardl szdrmaz6 anyatej minta részleteihez LNB ¢és LacNAcC

standardokat adtunk az alabbi végs6 koncentraciok eléréséig:
LNB: 0 pug/ml (standard addicio nélkiil); 12,2 pg/ml; 24,4 pug/ml; 36,6 png/ml; 48,8 pg/ml

LacNAc: 0 pg/ml (standard addicio nélkil); 134,6 pg/ml; 269,2 ug/ml; 403,8 pg/ml; 538,5

ug/mi
A kapott kalibracios egyenesek alapjan szamoltuk az anyatej LNB- és LacNAc-tartalmat.

Az LOD értéket az alapvonali zaj haromszorosanak megfeleld jelként hataroztuk meg,

amig az LOQ értéket az alapvonali zaj tizszeresét ado értékként szamoltuk.

a névleges koncentraciotol valo eltérését szamoltuk az alabbi képlet szerint: [(Cm-Cn)/Cn)*100],
ahol a cm a mért, a cn pedig a névleges koncentraciot jeloli. A visszanyerhetOséget négy
kiilonb6z6 koncentracidértéknél vizsgaltuk (0,03 pg/ml, 0,2 pg/ml, 0,6 pg/ml és 0,9 ug/ml)
mindkét anyag esetén. A matrixhatas figyelembevétele érdekében oldoszerként anyatej mintat

hasznaltunk és a mintdk standardoldattal valé spike-olasa mellett (végsdé koncentracid: 0,03
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ug/ml, 0,2 ug/ml, 0,6 pg/ml és 0,9 pg/ml) vak oldatnak nem spike-olt anyatej mintakat is

készitettiink. Az atlagos visszanyerési szazalékot mindkét anyag esetében meghataroztuk.

A torzsoldatokat a validacidé harom napos iddtartama alatt mindvégig hiitében taroltuk 2-
8 °C kozott. Az oldat stabilitdsanak meghatarozasdhoz az oldat tisztasagat vizualisan
ellendriztiik, emellett pedig a frissen készitett és a harom napig allt mintak kromatogramjait

Osszehasonlitottuk mind a standard oldatok, mind az anyatej mintak esetében.

5.2. Gazkromatografias oligoszacharid analizis
5.2.1. Standardok és reagensek

A 2’-FL és 3-FL standardokat a Glycom A/S (Kongens Lyngby, Denmark) cég biztositotta
szamunkra. Az anyate] mintdk egészséges Onkéntesektdl szarmaztak a sziilést kovetd

1d6szakbol. Minden mintat steril mintatartoba gylijtottiik és felhasznalasig -40 °C-on taroltuk.

Az analitikai reagens minéségli metanolt és kloroformot a Sigma-Aldrich GmbH-t61
(Seelze, Germany) vasaroltuk. Az analitikai reagens mindségli piridint, hidroxilamin-
hidrokloridot, hexametildiszilazant (HMDS) és trifluorecetsavat (TFA) egyarant Dr. Perlné
Molnar Ibolya professzor asszony bocsatotta rendelkezésiinkre. Az LC-mindségli vizet

Millipore Direct Q5 viztisztité rendszerrel (Bedford, MA, USA) készitettiik.

5.2.2. Mintaeldékészités

Minden anyatej mintabol 5 ml-t zsirtalanitottunk és fehérjementesitettiink 20 ml
kloroform:metanol (2:1, V/V) keverékkel, 5 perces razatassal vortex segitségével. A mintakat
ezutan 30 percig 3139xg (6000 rpm) mellett egy SIGMA Sartorius 2-16P centrifugaval
centrifugaltuk. Az also kloroformos fazist és a kicsapott fehérjéket elontottiik, majd a kirdzast
megismételtiik a hatékonysag novelése érdekében. A szarmazékképzést a masodik extrakcios

1épésbdl szarmazo vizes fazissal végeztiik.

50-100 pl tisztitott anyatej mintat vagy vizes standard oldatot szarazra paroltunk egy
Martin Christ RVC 2-25 centrifugalis beparloban (Osterode am Harz, Németorszag) 30 °C-on,
vakuum alatt. Az igy kapott mintakat 125 pul 2,5 g/100 ml hidroxilamint tartalmaz6 piridinben
oldottuk, majd 30 percig 70 °C-on melegitettiik. A lehtilt mintakat 225 pl HMDS és 25 ul TFA
segitségével trimetilszilileztiik 60 percig 100 °C-on. A lehiilt keveréket egy 0,2 pm RC
membran fecskenddsziirén (Phenomenex, Torrance, CA, USA) atsziirtik. A szilrletet

mintatartokba gytijtottiik, lezartuk, majd GC-MS analizisnek vetettiik ala.

42



DOI:10.14753/SE.2019.2250
5.2.3. GC-MS paraméterek bemutatdisa

A méréseket egy CTC Combi PAL (CTC Analytics AG, Zwingen, Svdjc) automata
tobbfunkcios mintaadagol6 rendszerrel felszerelt Agilent 6890N/5973 GC-MSD (Santa Clara,
CA, USA) késziilékkel végeztiik. Az elvalasztashoz egy Supelco (Bellefonte, PA, USA) SLB-
Sms kapillaris kolonnat (30 m x 250 pm bels6é atmérd, 0,25 um filmvastagsag) hasznaltunk. A
GC kromatografias kemence hémérséklete 200 °C-r6l (2 perc izotermalis szakaszt kovetden)
325 °C-ra emelkedett 4 °C/perc sebességgel, majd 7,25 percig tartotta a 325 °C-0S
hémérsékletet. Vivogazként héliumot hasznaltunk 1,0 ml/perc allando aramlas mellett. A forrd
tiis injektalashoz 3 és 2 masodperces eld- és utdinjektalasi késleltetési idot alkalmaztunk. Az
injektalasi térfogat 1,0 pl volt, ami tovabbi 1,0 pl légbuborékkal lett kiegészitve a
mintavételezést kovetden az injekcios fecskendd injektalés eldtti kitiritése végett. Az injektor
homérséklete 200 °C-rol 320 °C-ra nétt 720 °C/perc sebességgel, emellett egy 1,7 percig tartd

40 psi nyomast is alkalmaztunk, mikozben a splitless iddt 1,5 percre allitottuk.

A kvadrupol tomeganalizatorral felszerelt tomegszelektiv detektort elektron ionizaciods
modban lizemeltettilk 70 eV mellett. Az azonositashoz a teljes tomegtartomanyt felvettiik m/z
40-800 kozott 2 scan/masodperc frekvenciaval. A 2°-FL és 3-FL abszolut kvantifikalasahoz
szelektiv ion kovetést alkalmaztunk, amelyhez mindkét molekula esetében az m/z 204 és 361
fragmenseket kovettilk. A mérésekhez €s az adatok kiértékeléséhez az MSD ChemStation
(D.02.00.275) szoftvert alkalmaztuk.

5.2.4. Modszervalidalds

A 2’-FL és 3-FL mennyiségi meghatarozasa kiilsé standard kalibracios modszerrel tortént.
A torzsoldatokat 2°-FL és 3-FL pontos bemérésével és vizben vald oldasaval végeztiik ugy,
hogy a kapott oldatok koncentracioja 2’-FL-ra nézve 1 mg/ml, 3-FL-ra nézve pedig 100 pg/ml
legyen. A validalashoz hasznalt oldatokat a torzsoldatok vizzel valo higitasaval, majd 250 pl-
es egységek vakuum alatt torténd beparlasaval és az 5.2.2 fejezetben mar ismertetett
szarmazékképzéssel nyertiik. A kalibraciés tartomany 2’-FL-ra nézve 21-667 pg/ml, 3-FL-ra
nézve pedig 4-67 pg/ml volt. Minden kalibraciods oldatot haromszor injektaltuk, a kalibracios
egyenesek 6 kalibracids pontbdl alltak. A regresszids egyenest sulyozas nélkiili kvadratikus
kalibracios pontként definialtuk, ahol a pontossag és torzitatlansag a hatdsagi iranyelvek szerint

20% alatti volt [144, 145].

A pontossagot a két triszacharid mért koncentracidinak relativ szorasaként (RSD%)

fejeztiik ki. A torzitatlansagot a relativ hiba szdmitdsaval hatdroztuk meg az alabbi képlet
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alapjan: [(Cm-Cn)/cn]*100, ahol a Cm és a Cn a kalibracids oldatok mért és névleges koncentracioit
jelolik.

A triszacharidok visszanyerhet6ségét 1 ml anyatej minta 100 pl standard oldattal torténd
spike-olasaval végeztiik 3-3 parhuzamos minta esetén ugy, hogy a standardok végleges
koncentracioja a mintdban 2°-FL-ra nézve 1, 2 és 8 mg/ml, 3-FL-ra nézve pedig 0,1, 0,2 és 0,8
mg/ml lett. Vak mintakat is készitettiik 1 ml anyatej minta 100 pl desztillalt vizzel torténd spike-

olasaval.

A mintdk szarmazékképzést kovetd stabilitasit 4 napon keresztiil vizsgaltuk
szobahdmérsékleten (25 °C). Az oldatok tisztasagat vizualisan, a stabilitast a frissen készitett

oldatok, valamint a tarolt oldatok kromatogramjainak 6sszehasonlitasaval is vizsgaltuk.
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6. Eredmények

6.1. Lakto-N-bioz és N-acetillaktézamin vizsgalata
6.1.1. PGC alapu elvalasztas

A HILIC moddszert, valamint a forditott fazisi kromatografidss modszert a felmertilt
problémak miatt mar a modszerfejlesztés soran elvetettiik, igy ezeket, mint ahogyan a porézus
grafit all6fazissal torténd korai modszerfejlesztési eredményeket is a Megbeszélés fejezetben

ismertetem.

Az elvalasztashoz hasznalt Hypercarb (5 um; 100 x 2,1 mm) oszlopon izokratikus
elucioval 3% metanol és 97% 0,1% V/V HCOOH eluensek mellett a regioizomerek alapvonali

elvalasat tapasztaltuk (9. abra).
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9. abra — A standard anyagoknak a kifejlesztett kromatografias médszerrel (A eluens: 0,1% V/V HCOOH vizes
oldata; B eluens: metanol; 0,5 ml/perc aramlasi sebesség), MRM modban detektalt kromatogramja.

A HCOOH hozzaadésa a vizes fazishoz élesebb csucsokat eredményezett és novelte a
tomegspektrométerben az ionizacid hatékonysagat. A modszerfejlesztés soran tapasztalt
retencios 1d6 stabilitasi problémat a kidolgozott mosasi protokoll (5.1.5 fejezet) — amely soran
nagy mennyiségli szerves eluenssel (90% metanol) tortént az allofazis regenerdldsa —
megsziintette. A mosasi protokoll alkalmazasa mellett a retencids 1d6 stabilitasi probléma a

késobbiekben mar nem jelentkezett.
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Az Agilent MassHunter Optimizer szoftver segitségével a kvalifikalashoz ¢és a
mennyiségi meghatarozashoz az m/z 228 és m/z 246 fragmenseket valasztottuk ki mindkét

molekula esetében. Szelektiv fragmenst egyik molekula esetében sem tudtunk azonositani.

6. tablazat - Az LNB és LacNAc modszervalidalasi eredményei: pontossag, linearitas, torzitatlansag, LOD és
LOQ.

Lakto-N-biéz N-acetillaktézamin
Pontossag (RSD%) (n=3)

Csucs alatti teriilet Csucs alatti teriilet

0,03 0,06 0,3 0,9 0,03 0,06 0,3 0,9
pg/ml pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml | pg/ml
2,59 1,42 0,86 0,27 1. nap 1,83 0,92 0,90 0,26
0,59 1,01 0,34 0,47 2. nap 1,36 1,65 0,41 0,50
1,87 1,24 0,62 0,35 Napok kozotti (n=6) 1,46 1,53 0,69 0,36

Retenciés ido Retenciés ido

0,03 0,06 0,3 0,9 0,03 0,06 0,3 0,9
pg/ml pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml | pg/ml
0,95 0,58 0,63 0,61 0,54 0,49 0,62 0,62

Linearitas
Regressziés egyenes R? Regresszids egyenes R?
y=182,81x-1,0673 0,9992 y = 313,47 x - 3,5669 0,9994
Torzitatlansag (%) (n=3)

0,03 0,06 0,3 0,9 0,03 0,06 0,3 0,9
pg/ml pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml | pg/ml
-11,9 -4,6 2,7 -1,2 -12,9 -3,5 1,8 -1,1

Visszanyerhetéség (%) (n=3)

0,03 0,06 0,3 0,9 0,03 0,06 0,3 0,9
pg/ml pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml | pg/ml
101,6 102,7 98,7 99,9 104,5 105,2 102,9 | 98,2
+38,0 +0,3 +1,3 +0,2 +2,4 +1,7 +0,4 | £0,5

LOD/LOQ (ug/ml)
LOD LOQ LOD LOQ
0,008 0,027 0,007 0,023

6.1.2. Modszervalidalds

A szelektivitas vizsgalata sordn egy vak oldatnak, a standardkeverék oldatanak és egy
anyatej mintanak a kromatogramja keriilt 6sszehasonlitasra. A vak oldat esetében nem jelent
meg semmilyen, a vizsgalt molekulakkal interferald, zavaro kromatografias csucs. A standard
modelloldat kromatogramjat és az anyatej minta kromatogramjat a matrixhatas kizarasa

c€ljabol szintén Gsszehasonlitottuk és ismételten nem talaltunk interferald cstcsot.

A validalasi eredmények a 6. tablazatban kertiiltek feltiintetésre. A kifejlesztett modszer

pontossaga megfeleldnek bizonyult, mivel a cstcs alatti teriiletekre szdmolt RSD érték 5%
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alatti, a retencios idokre szamolt RSD érték pedig 1% alatti mindkét anyagra az dsszes vizsgalt
koncentracional. A szamolt regresszids egyenes jO linearitdst mutatott, a determindcios
koefficiens (R?) mindkét anyag esetében 0,9992-nél nagyobb volt. A reprezentativ minta
standard addicios vizsgalata soran igazoltuk, hogy a matrix nem befolyasolja a moddszer
pontossagat. A standard addicios modszerrel felvett kalibracios egyenesekb6l (10. abra) az
LNB- és LacNAc-tartalom 1 ml anyatejre megadva a laktacido negyedik napjan (figyelembe
0,0572 +0,0022 mg és 0,0052 + 0,0001 mg volt. Ezek az eredmények jol korrelaltak a standard

addici6 nélkiil felvett kalibracids egyenesekbdl szamolt eredményekkel.

LNB kalibracio standard addicioval

300 ol ®
700 oot
600 L s
(ST
fn 500
< 400
y =5,0018 x + 567,85
100 RZ=0,9881
- 0 10 20 30 40 50 60

spikeolt konc. pg/ml-ben

LacNAc kalibracio standard addicioval

17500
15000 : e
12500 B p e 2 ) .
O 10000 o |
g y =10,103 x + 10940
7500 R2 = 0,9551
' 0 100 200 300 400 500 600

spikeolt konc. pg/ml-ben

10. abra— Az LNB (a) és a LacNAc (b) standard addicioval felvett kalibracios egyenesei.

Az LNB esetében az LOD érték 0,008 pg/ml, az LOQ érték pedig 0,027 pg/ml volt, a
LacNAc esetében az LOD érték 0,007 pug/ml-nek, az LOQ érték pedig 0,023 pg/ml-nek adédott.
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A modszer torzitatlansaganak meghatarozasdhoz mért adatok az EMA iranyelvek szerinti
hatarértéken (LOQ esetében +15% vagy +20%) beliiliek voltak [144]. A visszanyerhetOség
mindkét anyag esetében minden koncentracion 98,2—105,2% kozottinek adodott. A csucs alatti
teriiletek minden esetben korrigalasra keriiltek a vak oldatban mért cstcs alatti teriiletekkel,
figyelembe véve az anyatej természetes LNB- és LacNAc-tartalmat, ami miatt ezen korrekcio
nélkiil a visszanyerhetdségi adatok valdtlan eredményt mutatnanak. A standardoldatok és az
anyate] mintdk a vizudlis értékelés, valamint a friss és harom napig &llt mintdk
kromatogramjainak Osszehasonlitasa alapjan is stabilnak mindsiiltek az adott koriilmények

kozott.

6.1.3. Anyatej mintdak vizsgdlata

Egy egészséges Onkéntes anyatej mintdjat vizsgaltuk a kidolgozott modszerrel a laktacid
elsé hetében. Az eredmények azt mutattdk, hogy az LNB és a LacNAc is megtaldlhat6 az
anyatejben (11. abra), mennyiségiik folyamatosan csokken: a LacNAc koncentracidja 310
png/ml-rél 6,7 pg/ml-re csokkent, az LNB koncentracidja pedig 26 ng/ml-rél az LOD értéke ala
csokkent a laktacio els6 hetében (12. abra). A végs6 koncentraciok a higitasokat figyelembe

véve és 1 ml nyers (feldolgozatlan) anyatejre vonatkoznak.
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11. abra - A laktaci6 els6 napjarol szarmazo anyatej minta kromatogramja MRM modban detektalva: az LNB és
LacNAc kozotti szignifikans koncentraciokiilonbség szemléltetésére.
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12. abra - Az LNB (a) és a LacNAc (b) koncentraciovaltozasa anyatej mintakban a laktacio elsd hetében. A
koncentraciok 1 ml anyatejre vonatkoznak, figyelembe véve a higitasi faktorokat és a visszanyerhet6séget.

6.2. Gazkromatografias oligoszacharid analizis

6.2.1. Standard anyagok vizsgadlata

A 2’-FL ¢és 3-FL standardok fragmentacids mintdzatat vizsgalva meghataroztunk mindkét
anyagra jellemz0 fragmenseket, tgymint a m/z 73, m/z 90, m/z 363, m/z 273, m/z 204 és a m/z
217. A szerkezetek nagyfoku hasonlosaga ellenére az egyes molekulakra szelektiv
fragmenseket is tudtunk azonositani, amelyek nagyban segitették az azonositasukat. A 2’-FL-
ra jellemz0 szelektiv fragmens a m/z 538, amig a 3-FL jellemz0 szelektiv fragmensek a m/z 451

€s m/z 361.

A szelektiv fragmensek ellenére az azonositashoz sziikséges volt kromatografidsan az
anyagok alapvonali elvalasztasat is elérniink, amit sikeresen megvaldsitottunk a kidolgozott
modszerrel. A modszer nem csupan a kapcsolodasi izomer 2°-FL és 3-FL egymastol vald
alapvonali elvalasztasara volt alkalmas, hanem a tobb nagysagrenddel nagyobb mennyiségben

jelenlévo laktoztol valo elvalasztasukra is.
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6.2.2. Modszervalidalas
A kidolgozott GC-MS moédszer alkalmasnak bizonyult a vizsgalt anyagok és a bioldgiai
matrix egyeb alkotoelemeinek alapvonali elvaldsztasara. A matrixhatds vizsgalata érdekében

anyatej mintak és standard anyagok kromatogramjait €s teljes tomegspektrumat hasonlitottuk

0ssze, ami alapjan zavar6 csucsot nem talaltunk.

7. tablazat — A 2°-FL és 3-FL mennyiségi meghatarozasara kidolgozott moédszer pontossaga €s torzitatlansaga.

Koncentracio 2'-FL 3-FL
(ug/ml) Pontossag | Torzitatlansag | Pontossag | Torzitatlansag
2'-FL | 3-FL | (RSD%) (%) (RSD%o) (%)
42 2 0,3 6,0 1.3 -3,7
167 17 2,4 3,1 3.2 9,8
333 33 0,7 -1,3 4.8 -3,4

A kvadratikus illesztéssel kapott regresszids egyenesek jo illeszkedést mutattak,
mindkét anyag esetében 0,99-nél nagyobb determinacids koefficienssel (R?). A kalibracios
el6irt értéken (LLOQ-ra +15% vagy £20%) beliilick voltak [144]. A GC-MS modszer pontos
és torzitatlan, mivel a RSD% és a relativ hiba a 2’-FL esetében 2,4 és 6,0%, a 3-FL esetében

pedig 4,8 és 9,8% alatt, joval a 15%-0s elfogadasi hatar alatt voltak (7. tablazat).

Az LLOQ értéke a 2°-FL esetében 21 pg/ml-nek, a 3-FL esetében 4 pg/ml-nek adodott.
A visszanyerhetOségre 22 ¢s 29% kozotti értékeket kaptunk (8. tablazat). Az atlagos
visszanyerhetdség 2’-FL-ra 26+4%, 3-FL-ra 25+3% volt. A mérési eredmények minden

esetben korrigalasra kertiltek ezekkel az értékekkel.

8. tablazat — Az anyatej mintakhoz adott triszacharidok visszanyerhet6sége.

Spike-olas szintje® 2'-FL (%) 3-FL (%)
1 22+1 22+ 2
2 29+5 27+ 6
3 27 +1 24 + 1
_Atlagos 26+4 2543
visszanyerhetOség

8A 2'-FL esetében az 1, 2 és 3 spike-olasi szintek az alabbiak: 1 mg/ml, 2 mg/ml és 8 mg/ml;
a 3-FLesetében ezek az értékek az alabbiak voltak: 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml és 0,8 mg/ml.

A mintak stabilitasat a 4 napos vizsgalati idGtartamra elvégeztiik: nem tapasztaltunk

crer

készitett és a négy napon keresztiil allt mintak kromatogramjanak 6sszehasonlitasa alapjan (13.

abra).
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13. abra — A szarmazékolt 2’°-O-fukozillaktoz és 3-O-fukozillaktéz stabilitdsa derivatizalt anyatej mintak
esetében a validalas idétartama (3 nap) alatt.

6.2.3. Anyatej mintak vizsgdlata

A két egészséges Onkéntestdl (4 donor és B donor) kapott, a laktacio elsé hetébdl
szarmazo mintdk esetén kimutattuk és mennyiségileg meghataroztuk a 2’-FL és a 3-FL
mennyiségét. A donor esetében a 2’-FL mennyisége 4525 és 6266 pg/ml kozott, a 3-FL
mennyisége pedig 271 és 441 pg/ml kozott valtozott. B donor esetében ezek az értékek 2694
¢és 3551 ug/ml kozottiek voltak a 2°-FL-ra nézve és 99 és 208 pg/ml kozottiek a 3-FL-ra nézve.
A koncentraciok minden esetben 1 ml nyers (feldolgozatlan) anyatejre vonatkoznak,
figyelembe véve a visszanyerhetdséget ¢és a higitdsokat. A koncentraciok valtozasaban
tendencia nem volt megfigyelhet6. A B donor esetében rendelkezésiinkre alltak anyatej mintak
a sziilést kovetd elsd €s masodik honapbol is, amelyek vizsgalata sordn a 2’-FL mennyisége

3070 és 2698 ug/ml volt, a 3-FL mennyisége pedig 154 és 204 pg/ml-nek adodott (14. abra).
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hetében. A fekete pontok az A donor, a fekete négyzetek pedig a B donor esetén mért értékeket mutatjak.
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1. Megbeszélés

7.1. Lakto-N-bioz és N-acetillaktézamin vizsgalata

A modszerfejlesztés soran harom kiilonbozo alléfazis (HILIC, Forditott fazis, Porozus
grafit allofazis) alkalmassagat vizsgaltuk a kapcsolodasi izomer diszacharidok elvalasztasara.
Ezen all6fazisok mindegyike igéretesnek mutatkozott irodalmi adatok alapjan, azonban a

gyakorlatban szamos problémaba titkoztiink [102, 112, 125-127, 130].

7.1.1. HILIC

A HILIC mozaiksz6 a hydrophilic interaction liquid chromatography, vagyis hidrofil
interakcion alapulo folyadékkromatografia roviditése. Ez a folyadékkromatografia egy olyan uj
aga, amely az elvalasztasi technikak kozott egy igen jelentds hianyt tolt be, alapvetéen a nagy
polaritdsi  és ionos anyagok elvalasztasi modszere, amely a kordbban ismert
folyadékkromatografias rendszerekben nehezen, vagy egyaltalan nem volt kivitelezhetd.
Emellett nagy elénye, hogy amig az ionos vegyiiletek elvalasztdsara szintén alkalmazhato
ionpar kromatografidban az alkalmazott ionparképz6 s6 formajadban van jelen, ezért
tomegspektrometriaval (MS) ¢€s elparologtatds utani fényszérasmérésen alapuld detektorral
(ELSD) sem mindig kapcsolhato, addig a HILIC esetében mindkét nagyérzékenységi

detektalisi mod alkalmazhato.

Az elvalasztas mechanizmusa Osszetett, altalaban ennél a modszernél tobb, egymas
mellett lejatszodo folyamat egyiittesen befolyéasolja az elvalasztast, ami a modszerfejlesztésnél
elénydsen kihasznalhatd. A polaritasviszonyokat tekintve mind az all6-, mind a mozg6fazis
poléris tulajdonsagl, azonban a mozgdfazis polaritdsa minden esetben kisebb, mint az allofazis

polaritasa.

Allofazisként tobb polaris feliilet is alkalmazhat6, ugymint a szilikagél, az aluminium-
oxid, a cirkonium-oxid, a titan-dioxid, a polaris modositott szilikagélek (amino-, nitril-, diol
stb.), az anioncserélok, a kationcserélok és az ikeriont tartalmazo allofazisok. A mozgofazis
kivalasztasdhoz az allofazis polaritasat kell figyelembe venniink, hiszen az 4llofazis
polaritasanal kisebb polaritassal rendelkezd olddszert kell valasztanunk az elvalasztashoz. Az
eluensnek minden esetben tartalmaznia kell kis mennyiségii vizet is, amely egyben a legerésebb
mozgofazis Gsszetevd, a viz mennyiségét novelve az anyagok retencidja csokken. Azonban
tulzott mennyiségli viz alkalmazasa esetén a vegyiiletek szinte kizarolag a mozgodfazisban
tartozkodnak ¢€s a holtid6hoz kozel eludlédnak az oszloprol, ezért a viztartalom altalaban nem
nagyobb 30-40%-nal. Az eluenselegy a viz mellett tartalmazhat metanolt, acetonitrilt,

tetrahidrofurant stb., az oldoszerek elucios erssége az alabbiak szerint alakul:
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viz > metanol > acetonitril > tetrahidrofuran

Ezzel szemben az eluensek szelektivitasa forditottan valtozik az elucids erésséggel
[146].

A mintaink elvalasztasahoz egy Phenomenex Luna HILIC (5 um; 250 X 4,6 mm)
oszlopot alkalmaztunk. Ez egy, a normal fazisu kromatografidban is gyakran hasznalt allofazist,
szilikagélt tartalmazo oszlop. A két rendszer kozotti eltérés a mozgofazisban keresendd. Amig
anormal fazist kromatografiaban az eluens nem tartalmaz vizet, ezért a szilanol csoportok nem
disszocialt formaban vannak jelen, addig a HILIC moédszer esetén az cluens viztartalma
biztositja, hogy a szilanol csoportok a pH fiiggvényében disszocialt allapotba keriilhessenek.
Emellett a HILIC alapu elvalasztasnal az eluens viztartalma azért is fontos, mert a szilanol
csoportokhoz fizikailag szorbealodott viz adja azt a hatarfeliileti réteget, amibe a vizsgalando

komponensek beoldodnak (15. abra).

csoportokhoz szorbealddott viz alkotta hatarfeliileti réteg (b) [146].

A méréseink soran acetonitril/metanol és viz kiilonboz6 aranyu elegyeit alkalmaztuk az
izokratikus futtatdsokhoz, 25 °C-os homérsékleten, 1 ml/perc aramlési sebesség mellett. A
detektalashoz tomegspektrométert alkalmaztunk pozitiv ESI médban, kvadrupdl analizatorral.
Az elvalasztas optimalizalasat acetonitril:viz 75:25, V/V eluenseleggyel kezdtiik, amely
rendszerben a LNB 5,54 percnél, a LacNAc pedig 5,70 percnél elualddott, elvalast nem
mutattak, a csticsok szélesek és torzak voltak, az anomerek egy csticsban jottek le az oszloprol.
Mivel a viztartalom csokkentése nagyobb retencios idot eredményez a HILIC rendszerekben,
ezért a viztartalom csokkentésével probaltuk megvalodsitani az anyagok elvalasztasat. A
kiilonb6z6, csokkend viztartalommal rendelkezd eluenselegyek hasznalatakor a LNB esetében
az anomerek elvalasat tapasztaltuk, azonban a LacNAc esetében csak csucsszélesedés tortént,
de az anomerek tovabbra sem valtak el egymastol. A 16. abran bemutatott, acetonitril:viz 95:5,
VIV eluenseleggyel futtatott kromatogramokon a cstucsalakok még mindig torzak, a LNB

csticsai 15,15 és 16,71 percnél, a LacNAc csticsa pedig 16,70 percnél lathatok, vagyis elvalast
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tovabbra sem mutatnak. Az elicibhoz az acetonitrilt metanolra cserélve sem tudtuk

megvaldsitani az anyagok elvalasat.

Annak ellenére, hogy a HILIC irodalmi adatok alapjan alkalmasnak igérkezett anyatej
oligoszacharidok elvalasztasara, mégsem nyujtotta azt a hatékonysagot, amit vartunk [147].
Ennek magyarazata lehet az LNB ¢s a LacNAc szerkezetének nagyfokt hasonlosaga, valamint

a molekuldinknak az irodalomban vizsgalt molekuldkhoz képest jelentdsen kisebb mérete is.
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16. abra - HILIC modszerrel torténd elvalasztas: a felsé abran a LacNAC (a), az alson az LNB (b) EIC (m/z
380,0 — 410,0) kromatogramja lathato.

7.1.2. RPHPLC

A forditott fazisti kromatografia irodalmi adatok alapjan szintén alkalmas lehet anyatej
oligoszacharidok elvalasztasara [125, 126]. A forditott fazisi kromatografia foként

megoszlason alapuld elvalasztasi modszer. Az allo6fazis egy modositott szilikagél (pl. oktadecil
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csoportokkal fedett oszlop), a mozgofazis pedig valamilyen polaris oldoszerelegy (viz, metanol,

acetonitril, izopropanol stb.), aminek kdszonhetéen a rendszerben minél kevésbé polaris egy

molekula, annal nagyobb a retencidja. Ebbdl kovetkezik, hogy az anyagaink vizsgélatira

Onmagaban ez a rendszer nem alkalmas, azonban szarmazékképzéssel csokkentve a

polaritasukat, mar megvalosithatdo az elvalasztasuk. A szénhidratok esetében ilyen tipikus

szarmazékképzo az 1-fenil-3-metil-5-pirazolon (PMP) (17. abra) [141].

3
\
e + LacNAc

CH,OH
o o
OH
OH

PMP

m/z

174

Y

PMP-vel szarmazékolt LacNAc

m/z 714
17.

abra — LacNAc szarmazékképzése PMP-vel forditott fazisi HPLC vizsgalathoz. A cukrok RP kromatografias

rendszerben vald elvalasztasahoz altalaban UV-aktiv, apolaris (retenciot biztositd) modositasra van sziikség.

Egyik ilyen tipikus szarmazékképz6 reagens az 1-fenil-3-metil-5-pirazolon (PMP).

A standard anyagok vizsgélata soran azt tapasztaltuk, hogy az LNB az alkalmazott

magas hoémérsékletek (70 °C ¢és 100 °C) mellett elbomlott, az N-acetillaktézamin

kromatogramjan pedig rendre két cstcs jelent meg azonos, m/z 714 értékkel (18. abra).
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18. abra - A PMP-LacNAc szarmazek a forditott fazisi kromatografias rendszerben két kromatografias
csucsként jelenik meg, azonos, m/z 714 értékkel.

A 17. abran bemutatott reakcio alapjan ezt a cstucskettéz6dést nem tudtuk egyszeriien

értelmezni, ugyanis a szdrmazékképzés soran megsziint az o/pf-anoméria, igy csak egy csucsot
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varnank a standard minta szarmazékképzését kovetden. A nem vart jelenség valdsziniileg egy,

a szerkezeten belill kialakul6 gatolt rotacid miatt fellépd izoméria eredménye.

Mivel az elvélasztas valdszinlileg csak tovabbi szarmazékképzési 1épések beépitésével
lett volna megvaldsithatd, ami azonban nagymértékben csokkentette volna a modszer

ismételhetdségét, ezért a modszerfejlesztést pordzus grafit allofazison folytattuk.

7.1.3. PGC alapu elvalasztas és problémak

A pordzus grafit allofazis alkalmazasa a folyadékkromatografiaban olyan elvalasztasi
problémakra ad lehetséges megoldast, amelyre mas rendszerek nem képesek: egyediilallo
retenciot és elvalasztast képes biztositani az erésen polaris anyagokra, emellett pedig az
allofazis sztereoszelektiv tulajdonsaganak koszonhetéen a geometriai izomerek €s mas, kozeli

struktarak elvalasztasa is megvalosithato a rendszerben [148, 149].

Az oszlop toltetélil szolgdldo grafit részecskék gombolyliek ¢és porozusak,
mikroszkopikusan azonban hexagonalisan elhelyezked6 szénatomok altal alkotott lemezekbdl
éplilnek fel (19. abra).

elektronfelhd

40 réteg

porus 100-150 A

40 réteg

19. abra - A pordzus grafit alléfazis makroszkopikus (a) [148] és mikroszkopikus (b) szerkezete [150].

Az elvalasztast haromféle kdlcsonhatds hatdrozza meg:

a) Hidrofob/Diszperzios kolcsonhatas: a vizsgalt anyag és a mozgodfazis, valamint a
vizsgalt anyag és az allofazis grafit felszine kozott. fgy minél nagyobb a vizsgélt anyag
hidrofébicitasa, annal nagyobb a retencioja is.
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b) Toltésindukalt kolcsonhatas (20. abra): a polaris vizsgalt anyag €s a polarizalhat6 grafit

felszin kozott.

20. abra — Az vizsgalt anyagok polaritasuk fliggvényében eltérden viselkednek a polarizalhatd grafit felszinnel
[149].

€) Molekula térszerkezetének hatasa (21. abra): a planaris alkatad molekulak és a grafit
allofazis sik feliilete kozott erésebb kolesonhatds jon Iétre, mint a kiterjedtebb

térszerkezettel rendelkez0 ,,szférikus” molekulak esetén.

A d \ e
/ X e e
/ L p \ y 3
7 3 P\ p rewr mur
2% e\ / /
/ < X A=\ /
/ot t \ /

21. abra — A planaris térszerkezetii molekuldk (a) nagyobb feliilettel érintkeznek a pordzus grafit allofazissal,
igy er6sebb kolcsonhatast alakitanak ki, mint a kiterjedtebb térszerkezetli (b) molekulak [149].

Tehat a vizsgalt anyag allofazissal valo kolesonhatasanak erdssége nagymértékben fiigg
attol, hogy a molekula mely része kertil kapcsolatba az allofazissal és, hogy milyen funkcids

csoportokkal rendelkezik, amelyek kdlcsonhatasba 1éphetnek a grafit felszinnel [148, 149].

A porozus grafit allofazis tulajdonsagai lehetévé teszik, hogy szinte barmilyen
oldoszert, a pH teljes tartomanyat (0-14) és extrém magas homérsékletet is alkalmazzunk az
elvalasztashoz. A pordzus grafit oszlopon tipikusan hasznalt eluensek a metanol, az acetonitril,
a tetrahidrofuran, a 2-propanol és a diklormetan [148, 149]. Ezek elucios erdssége egymashoz

viszonyitva:
metanol < acetonitril < acetonitril : 2-propanol (1:1) < acetonitril : 2-propanol (1:3)
< tetrahidrofuran = dikléormetan

A modszerfejlesztés kezdeti fazisdban az elvalasztast izokratikus eliicidoval, metanol
(14%) — viz (86%) eleggyel, 30 °C-on valositottuk meg, 0,5 ml/perc aramlasi sebesség mellett.
Az eltciohoz hasznalt viz 0,1% V/V hangyasavat is tartalmazott, amelynek célja a detektalaskor
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az ionizacio eldsegitése volt, valamint tapasztalat szerint a hangyasav jelenléte szebb, ¢lesebb

csticsokat eredményez a kromatogramon.

A rendszerben az anyagaink két csucsot adtak, ami annak volt koszonhetd, hogy a
sztereoszelektiv all6fazison az a- és B-anomerek elvaltak egymastol. A rendszerbe injektalt
LNB-LacNAc keverék kromatogramjan négy, alapvonalon elvald csucsot kaptunk, vagyis a

két izomer vegyiilet elvalasztasat sikeriilt megvalositanunk (22. abra).

*n x101 |+ESIMRM Frag=200,0% CID@28,0 (405,9000-> 202,9000) kalibralo_2013_03_22_0.50-r005.d
N
5 854" LacNAc - 1
7.5
: . LNB
B.
5,5
54
451

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 9 495 10 105 11 115
) in)
t (min)

22. abra — Az LNB ¢és LacNAc standardok keverékének kromatogramjan jol lathaté az o/B-anoméria miatt
kialakulo csucskett6zddés; az igy kapott négy csucs alapvonalon elvalik.

Azonban tisztitott, eldkészitett anyatej mintak tobbszori injektaldsakor a csucs alatti
teriiletek nagymértékli szorasat, valamint retencios 1d6 stabilitasi problémat tapasztaltunk. A
jelenség okanak felderitése érdekében felvettiik anyatej mintak total ion kromatogramjat (TIC),
ami alapjan lathato, hogy az LNB és LacNAc els6ként eludlodo csticsaival egylitt eludlodik az

oszloprol a mintaban maradvanyként jelenlévo laktoz is (23. abra).

Laktoz

2]
i N2
i =
o N
i5) 5
R= k=
/LacNAc
KLNBS L
1 1 I I T T T T T T v T
33.5445 3. 35 4 45 5 bbb b 85 F JhH 8
t(mln) t (min)

23. abra — Amig az MRM vizsgalat alapjan (a) a négy csucs alapvonali elvalasat tapasztaltuk, az anyatej minta
TIC kromatogramjat felvéve egyértelmiivé valt a retencios id6 stabilitasi problémdjanak oka: az LNB és LacNAc
elséként elualodo csucsaival egyiitt elualodik az oszloprol a mintaban 1évé laktodz két csucsa.
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A mintael6készités soran alkalmazott méretkizarasos oszlopkromatografia az egyes
szacharidok elvalasztasat szolgalja, a vizsgalt diszacharidok, valamint a szintén diszacharid (és
a LacNAc-LNB-hez képest nagy feleslegben jelenlévd) laktoz hasonlé mérete ¢és
molekulatomege miatt tokéletes elvalasztas nem érhet6 el. A mintdban minden esetben marad

crcr

jelentds zavaro tényezoként 1¢ép fel.

Ennek kikiiszobolésére elsd 1épésben az elvalasztas egyes paramétereit (eluens-
Osszetétel, homérséklet, aramlasi sebesség) modositottuk, azonban a koeltcidot semmilyen

modon nem tudtuk megsziintetni.

A vizsgalt molekuldk két csucsban val6 elicidjanak — az a-/B-anomerek elvalasa — az
érzékenységre vald kedvezdtlen hatasat is figyelembe véve egy tovabbi mintaelOkészitési
lépéssel bovitettiik ki a modszeriinket. Ennek soran egy natrium-borohidrides redukcioval
megsziintettik az o/B-anomériat és kovetkezményesen a cslcskettdzodést. A redukciod
mechanizmusa a 24. abran lathatd. A redukcio soran a glikozidos hidroxilcsoportot tartalmazo

gyurt felnyilik és a megfeleld cukoralkoholla alakul at.

d

HO OH NHAC  OH Ho OH HHAC
5 NaBH,

. - 4o 0 5 OH

0 0 OH
Ho B5°C,1.5h Ho
OH OH OH OH
lakto-MN-hioz lakto-N-bhiozitol
OH OH

RO NHAC HO NHAC
o o OH MaEIHi 0 o

HO 0 o = HO o - OH

(a ]

OH oH B5°C,15h OH OH
N-acetillaktdzamin N-acetillaktozaminitol

24, abra - A 65 °C-os, 1,5 6ras NaBHua-es redukci6 a két vizsgalt diszacharid példajan. A redukcid
eredményeként keletkezd lakto-N-biozitol (a) €s N-acetillaktézaminitol (b) mar nem mutat o/B-anomériat.

a4

A redukalt standardok és mintdk kromatografids analizisét megeldzden szilardtazist

extrakcioval sziikséges eltavolitani a keletkezett natrium-metaboratot (NaBO») és az egyéb
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sokat. Ezek jelenléte zavarna a tomegspektrometrias detektalast, valamint az all6fazis erds
szorpcios képessége miatt szorbealddnanak az allofazishoz, ezzel mddositva a kdlesdonhato
feliiletet, ami jelentdsen befolyasolna az elvalasztast. A szilardfazist extrakci6 soran a nem-
porusos grafit toltet kondicionalasat és a minta felvitelét kovetden 4 °C-os vizzel sziikséges
mosni az alloéfazist. Ezen a hdmérsékleten a szacharidok az alléfazishoz kototten maradnak,
azonban a joval kisebb méretli €és vizoldékonyabb sok lemosodnak az allofazisrol.
Tomegspektrometrids mérésekkel is vizsgaltuk a mosas sordn nyert frakciokat, azonban
azokban az esetlegesen kioldodott szacharidok mennyisége nem volt kimutathato. A
szacharidok lemosdsa a nem-porusos grafit allofazisrol szobahdmérsékletii acetonitril:viz 1:1,

V/V aranya keverékével tortént (25. abra).

Kondicionalas Minta felvitele Mosas Eldcié

L 4

IL L L L

e :'§ —— & )
e oL ar
6 ml MeOH redukalt cukor 8x2ml 3x1ml
6 ml H,0 keverék 4°CH,0 50 °C ACN:H,0 1:1

25. abra — A redukciobol visszamaradt sok szilardfazist extrakcioval keriiltek eltavolitasra az 5.1.1 fejezetben

e

felvitele, majd egy mosasi 1épéssel a sok lemosasa, mikézben a szacharidok az alldfazishoz szorbealodva
maradnak. Végiil a szorbealddott szacharidok elicidja torténik.

A redukalt mintak esetében izokratikus eliciés modszerrel sikeriilt alapvonali elvalast
megvalositanunk az LNB és a LacNAc, valamint a LacNAc és a laktoz kozott, emellett az LNB
¢s a laktoz esetében is minimalisra csokkentettiik a csucsatfedést, ami mar nem okozott jelentds

csucs alatti teriilet szorast.

Azonban az anyatej mintak vizsgélata soran a retencios i1d9 stabilitasi probléma tovabbra
is jelentkezett, aminek legvalosziniibb oka, a gondos és tobblépcsds mintaeldkészités ellenére,
a mintdban marad6 szennyezdk adszorpciodja az allofazisra. Ennek kikiiszobolésére egy mosasi
protokollt dolgoztunk ki (5.1.5 fejezet), ami minden egyes minta lefuttatasat kdvetéen
regeneralja az allofazis feliiletét, igy biztositva a kdlcsonhatéd feliilet mintarél mintara valo
allandosagat. A mosasi protokoll bevezetését kdvetden mar nem tapasztaltunk szignifikans

kiilonbséget az egyes mintak retencios idejében.
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71.1.4. Validdlaskor figyelembe veendo tényezok

Biologiai mintak validalasakor kiilon figyelmet kell forditani a matrixhatas vizsgalatara,
hiszen jelentdés mértékben ronthatja a modszer precizitasat és érzékenységét. A matrixhatas
valojaban azt jelenti, hogy az ionizacié hatékonysdga a bioldgiai matrixban jelenlévod
koelual6do anyagok hatdsara modosul. Azonban meghatarozasat neheziti, hogy a matrixhatas

a kromatogramon altalaban nem észlelhet6 [151].

A matrixhatas vizsgalata érdekében el0szOr anyatej mintdk ¢és standard anyagok
kromatogramjat hasonlitottuk 6ssze, amelyben interferenciat nem talaltunk. A tovabbiakban
annak érdekében, hogy a matrixhatdst megfelelden szamitasba vegyiik, a visszanyerhetdségi
vizsgalatokhoz blank minta gyanant nem spike-olt anyatejet hasznaltunk, valamint ugyanezen
anyatej mintat spike-oltuk az adott koncentraciok eléréséig. Az eredmények szdmitasakor pedig
az anyatej természetes LNB ¢és LacNAc tartalmat figyelembe véve — amely jelentdsen
modositana a visszanyerési eredményeket — a kromatogramokon megjelend csucsok teriilete

korrigalasra kertilt a blank mintak csucs alatti tertiletével.

A kalibracios egyenes elkészitésekor szintén kivanatos lenne a maétrixhatds lehetd
legteljesebb kikiiszobolése. Mivel a LacNAc és az LNB endogén komponensek, erre a
legmegfelelobb valasztas a standard addici6. Azonban figyelembe véve a kordbban mar
ismertetésre kertilt elvalasztasi kihivasokat, illetve a nehézkes, sok 1épésbdl allo (eldzetes
méretkizarasos oszlopkromatografia, redukcio, szilard fazisu extrakcid) mintaeldkészitést,
konnyen belathatd, hogy a standard addicidos modszer nagysagrendekkel nagyobb mennyiségii
anyatej mintat igényelne. Ezen sziikséges mintamennyiség nem allt rendelkezésiinkre, igy a
standard addiciés modszert mar a validalas kezdetekor elvetettiik. Annak érdekében, hogy
bizonyitsuk, hogy a kalibracionk megbizhaté eredményekkel szolgél, a standard addicios
modszert egy reprezentativ mintan teszteltiik. Az ismertetett eredmények alapjan igazoltuk,

hogy a matrix nem befolyasolta a modszer pontossagat.

7.2. 2’-FL és 3-FL vizsgalata

7.2.1. Fragmentdcios mintdzat értelmezése

A mintdk GC-MS analizist megel6z6 szarmazékképzése elengedhetetlen, mivel a
cukrok 6nmagukban GC-MS moédszerrel nem vizsgalhatok. Azonban az éltalanosan hasznalt
TMS derivatizacio elméletileg hat egyedi izomer részecskéhez vezethet minden egyes redukalo
szacharid (pl. 2’-FL vagy 3-FL) esetén, ugymint a ciklikus alfa- és béta-pirandz/furanéz parok

¢s a két aciklikus forma. Ez a jelenség a két FL izomer azonositdsdt és mennyiségi
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meghatarozasat talzottan bonyolultta tenné. Kovetkezésképpen, az Onmagéban torténd
szililezés nem ajanlott ebben az esetben, azonban egy eldzetes oximalasi 1épéssel kombinalva
mar sokkal egyszeriibb profilt eredményez a szarmazékképzés: a (Z) szin és az (E) antioxim
szarmazékokat [135]. Az FL-okban a galakt6z és gliikoz egységeket egy béta-glikozidos kotés
kapcsolja 0ssze, igy kialakitva a laktozt, majd a laktézhoz a fukéz alfa-glikozidos kotéssel
kapcsolodik. Az egymast kovetd oximalasi €s szililezési 1épések utan a derivatizalt 2°-FL és 3-
FL két ciklikus monoszacharid egységbdl (galaktozilbol és fukozilbdl szarmazd egységek),
illetve a ,,redukald végen” talalhato nyilt lancu egységbdl (gliikkdzbol szarmazo egység) all. A
2’-FL és 3-FL kozotti csekély szerkezetbeli kiilonbséget jol tiikrozi a fragmentaciés mintazat.
Az egyes szarmazékolt FL-ek fragmentacios mintazata az abran lathato (26. abra). Amig a 2’-
FL esetében a két ciklikus monoszacharid egymashoz kapcsolodik és az altaluk alkotott fukozil-
galaktozid diszacharid egység kapcsolddik a nyilt lanct részhez, addig a 3-FL esetében a két
ciklikus monoszacharid kiilon-kiilon kapcsolodik a nyilt lanct részhez. Habar a két szerkezet,
és ezaltal a fragmentacios mintazatuk is nagyon hasonlo, a fuko6z alegység eltérdé kapcsolodasi
pozicidja miatt mégis megkiséreltilk izomerspecifikus fragmensek azonositasat, amelyek

alkalmasak lehetnek a mennyiségi meghatarozasra.

d m/fz =205 b

m/z=451-90 = 361 m/z = 205
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26. abra — A 2°-O-fukozillaktdz (a és ¢) és a 3-O-fukozillaktoz (b és d) trimetilszilil oxim szarmazékanak
feltételezett fragmentacios mintazata, valamint tomegspektruma. Altalanossagban az m/z 73 a TMSO gydkionra,
az m/z 90 tomegkiilonbség pedig a TMSOH semleges vesztésre utal.
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A fragmentacids mintazatban az egyes fragmensek az alabbi modon azonosithatok: az
m/z 73 a TMSO gyokionra, amig az m/z 90 tomegkiilonbség a TMSOH neutralis vesztésre utal.
Az m/z 363 fragmension a derivatizalt fukdz egység tomegét takarja, igy mindkét FL-ra
jellemz6. Tovabbi TMSOH vesztés figyelheté meg a fukdz gyliribél is: m/z 273 = 363-90.
Szintén mindkét vizsgalat anyagra jellemz6 az m/z 204 fragmens, ami a vicinalis diol szerkezeti

egység TMS-szarmazékara utal, az m/z 217 fragmens pedig a fukdz gylirib6l szarmazo ion.

Az ismertetett fragmenseken feliil a fukdz eltéré kapcsolddasi helye a vizsgalt FL-okra
szelektiv fragmensek megjelenését eredményezi. A 2°-FL esetében az m/z 538 fragmens a nyilt
gylirtis egység vesztésére utal, amely szerkezet a 3-FL-ben nem talalhaté meg. A 3-FL esetében
a terminalis galaktdz gyliri vesztése eredményezi a szelektiv m/z 451 fragmenst, egy tovabbi
TMSOH vesztéssel pedig az m/z 361 = 451-90 fragmenst. A szelektiv fragmenseknek
koszonhetden a 2°-FL és 3-FL nemcsak a retencids idejiik, de a fragmentacidos mintazatuk

alapjan is kdnnyedén azonosithatova valtak.

7.2.2. Kromatogrdfids megfontolasok

A rendkivill specifikus tomegspektrometrids detektalas mellett sok esetben a
mennyiségi meghatarozadshoz nincs sziikség alapvonali elvalasra. Masrészt viszont az
oligoszacharidok gyakran nagyon hasonlod fragmentaciés mintazattal rendelkeznek, ahol a
mennyiségi meghatarozasra leginkabb alkalmas, legnagyobb mennyiségben eléforduld ion
éppen egy nem specifikus fragmens [134, 135]. Tovabba ismert, hogy az anyatejben
meg: a laktdz magas, kozel 70 g/l koncentracidja mellett az oligoszacharidok joval alacsonyabb,
minddsszesen 5-15 g/l koncentracioban fordulnak el6 [2]. Az anyatej tipikusan 0-3,8 g/1 2°-FL-
t és 0,04-1,1 g/l 3-FL-t tartalmaz [152, 153]. Ezen tényezoket figyelembe véve ahhoz, hogy az
anyatejben megtalalhaté egyéb, potencidlisan interferalo szacharidok jelenlétében is
megbizhatd mennyiségi meghatarozast biztositsunk a 2°-FL-ra és a 3-FL-ra, a megfeleld
kromatografias elvélasztas elengedhetetlen volt. A kidolgozott GC-MS modszer kielégitd
elvalasztast biztosit a kapcsolodasi izomerekre, biologiai matrixbol torténd vizsgalat esetében

is (27. abra).
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27. abra - Egy derivatizalt anyatej minta GC-MS TIC ujjlenyomata. A kinagyitott rész a 2’-FL és 3-FL
kromatografias csucsait abrazolja.

Vitathatatlan eldnye a modszernek, hogy képes a vizsgalt izomereket megfeleléen
elvalasztani a nagy mennyiségben jelenlévd laktoztol, amely lehetdvé teszi az anyatej
oligoszacharidok direkt analizisét olyan eldzetes, iddigényes mintael6készitési 1épések nélkiil,
mint a méretkizarasos oszlop kromatografia (gélsziirés), amely egyébként az altaldnosan

hasznalt modja a laktoz eltavolitasanak [82].
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8. Kovetkeztetések

8.1. Lakto-N-biéz és N-acetillaktézamin jelenléte az anyatejben

Munkank sordn nem csupan egy megfeleld, tomegspektrometriaval kapcsolt
kromatografids modszer kidolgozasa volt a cél, hanem anyatej mintak vizsgalata is. Egészséges
onkéntesekt6l szarmazo, a laktacio elsG hetében begylijtott mintakat vizsgaltunk, mivel
irodalmi adatok alapjan az oligoszacharidok mennyisége a sziilés koriili napokban a
legmagasabb, majd iddével folyamatosan csokken. A mintdkban egyarant sikeresen
azonositottuk és mennyiségileg jellemeztiik a LacNAc-ot és az LNB-t. Ezzel az irodalomban
elséként azonositottunk anyatej mintakban fehérjéhez nem kotott LNB-t, illetve elsként
napjat kovetden szignifikdnsan csokkent, amely csokkend tendencia a laktacid tovabbi
napjaiban folytatodott. A laktacio elsé hetének végére a LacNAc mennyisége a kvantifikalasi
hatar kozelébe csokkent, az LNB pedig mar nem is volt detektidlhaté a mintdkban. A LacNAc
koncentracioja 310 pg/ml-rél 6,7 pg/ml-re csokkent, az LNB koncentracidja pedig 26 pg/ml-
6l egészen az LOD alé csokkent. A végsd koncentraciok minden esetben 1 ml anyatejre lettek

megadva ¢€s a higitasi faktort figyelembe véve korrigalasra keriiltek.

Az anyatejben természetes koriilmények kozott az 1-es tipusu oligoszacharidok —
amelyekben a laktozhoz egy LNB egység kapcsolodik — domindlnak a 2-es tipust
oligoszacharidok fo6l6tt, amelyekben pedig a lakt6zhoz kapcsolodé épitéelem a LacNAc. Ez az
arany specifikus az anyatejre. Mas emldsok teje, kiilonosképpen a féemldsok (0j- és ovilagi
majmok és emberszabastak) teje tulnyomoan vagy kizardlagosan 2-es tipusu
oligoszacharidokat tartalmaznak, igy az 1-es tipusti oligoszacharidok talsulya emberi
tulajdonsagnak tekinthetd [118]. Erdekes, hogy ezzel szemben a fehérjéhez nem kotott LNB és
LacNAc aranya €ppen ellentétes az 1-es €s 2-es tipusu oligoszacharidok aranyaval. Azonban

ennek a jelenségnek a magyarazata tovabbi vizsgalatokat igényel.

A szabad, fehérjéhez nem kotott LNB és LacNAc jelenléte az anyatejben utalhat arra,
hogy az oligoszacharidok bioszintézise soran a laktdoz egység elongacidgja LNB és LacNAc
épitéegységekkel torténik, nem pedig monoszacharidokkal, vagy a diszacharidoknal
komplexebb struktiradkkal. Reményeink szerint az itt bemutatott eredmények hozzajarulnak

majd az oligoszacharidok pontos bioszintézisének feltarasahoz.
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8.2. 2’-FL és 3-FL mennyiségi jellemzése, biolégiai relevancia

Ahogyan az az eredmények fejezetben bemutatisra keriilt, a 2’-FL ¢és a 3-FL
koncentracidja egyarant kozel allandé volt a laktacid elsd hetében, és a B donort6l szarmazé
mintak alapjan azt is meg tudtuk allapitani, hogy mennyiségiik a sziilést kvetd 1 és 2 honappal
sem mutatott jelentds csokkenést. Igy az adatok alapjan megallapithatjuk, hogy mindkét anyag

koncentracidja az anyatejben hosszl idon keresztiil valtozatlan marad.

Egy kozelmultban megjelent tanulmany szerint, ha a 2’-FL/3-FL aranya az anyatejben
meghaladja a 6,5-6t, az specifikus markere lehet, hogy az adott személy szekretor statuszua (pl.

expresszalja a fukoziltranszferaz 2 enzimet) [154].

A jelen vizsgalatban szerepl6 két donor esetében a 2°-FL/3-FL aranya az alabbi volt: A
donorra nézve 15, B donorra nézve pedig 20. Ezek alapjan mindkét donor személy szekretor
statuszi. Azonban kozismert tény, hogy az egyének anyatej Osszetételében hatalmas
kiilonbségek fedezheték fel a taplalkozas, az életmod, az etnikum, de akar a laktacids nap

alapjan is, amik mind befolyasolhatjak a 2°-FL/3-FL aranyszamot.
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9.  Osszefoglalas

Az anyatejben talalhato, fehérjéhez nem kotott és taplald funkcioval nem rendelkezd
oligoszacharidok szdmos kedvez0 élettani hatassal rendelkeznek, igy a tapszergyartok egyre
nagyobb figyelmet forditanak ezen vegyiiletek kutatdsara. PhD munkam elsé részében az
anyatej oligoszacharidokat felépitd két legfontosabb épitdelem, az LNB ¢és a LacNAc
azonositadsara és mennyiségi meghatarozasara alkalmas, validalt HPLC-MS mddszer keriilt
kifejlesztésre. A modszer eldnye, hogy képes elvélasztani egymastodl ezt a két, szerkezetileg és
kromatografias szempontbol is nagyon hasonl6 viselkedésti kapcsolodasi izomert. Az Gjonnan
kifejlesztett modszerrel elsdként tudtuk azonositani az anyatejben megtalalhato, fehérjéhez nem
kotott LNB-t és LacNAc-ot, valamint nyomon kovetni koncentracidjuk valtozasat a laktacio
elsd hetében. Az eredmények kdzelebb vihetnek az anyatej oligoszacharidok bioszintézisének
pontos feltardsdhoz. Emellett a tapszergyartd cégeknek is hasznos informécioval szolgalhat,
hiszen, ha az LNB ¢és a LacNAc megtaldlhatok az anyatejben, akkor — feltételezve fontos
bioldgiai szerepiiket — elonyds lehet, ha a jovOben a tapszereket a két emlitett diszacharid

felhasznalasaval teszik még teljesebbé.

PhD munkédm masodik részében elséként keriilt kifejlesztésre egy validalt GC-MS
modszer a 2°-FL és 3-FL anyatejbdl torténd meghatarozasara és mennyiségi jellemzésére. Az
analizist ~ megel6z6en  hidroxilaminnal és  hexametildiszilazdnnal =~ TMS-0ximos
szarmazekképzést végeztiink, hogy a hdre érzékeny triszacharidokat kellden illékonnya tegyiik
a GC-MS mérések elvégzéséhez. A TMS-oxim szarmazékok fragmentacidés mintazatat
részletesen értelmeztiik és azonositottuk a 2’-FL-ra (m/z 538), valamint a 3-FL-ra (m/z 451 és
361) karakterisztikus fragmenseket. A bemutatott modszer a 2°-FL és a 3-FL pontos és preciz
mennyiségi meghatarozasat teszi lehetdvé komplex biologiai mintabol a rendkiviil nagy
mennyiségben jelenlévl diszacharid laktdoz mellett, a mintaelokészitést nehezitd eldzetes
méretkizarasos elvalasztasi 1épés nélkiil. Az eredmények alapjan mindkét vizsgalt anyag nagy
koncentracioban taldlhaté meg az anyatejben a laktacid elsé hetében és koncentracidjukban
szignifikans valtozas nem figyelhetd meg ez 1d6 alatt. Jelenleg a tapszergyartdé cégek nagy
erofeszitéseket tesznek arra, hogy a tdpszereket anyatej oligoszacharidokkal dusitsak, az els6
fukozillaktozt tartalmazod tapszer 2017-ben keriilt forgalomba. fgy a kidolgozott GC-MS
modszer — kiilonbozé anyatej mintak vizsgalata mellett — hasznos lehet ezen tapszerek

mindségellendrzése sordn is.
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10.  Summary

The unconjugated oligosaccharides found in the human milk are non-nutritive to the
infant but possess several favourable biological effects. Therefore, the research on the
characterization of these molecules became a new focus for the pharmaceutical industry. In this
PhD thesis a new, validated HPLC-MS method for the identification and quantification of LNB
and LacNAc — the two key building blocks of HMOs — is discussed. The main advantage of the
developed method is that these structurally highly similar linkage isomers with subtle
differences in chromatographic behaviour could be separated. Using the developed method, we
could identify the free LNB and LacNAc content (not attached to proteins) of the human milk
and also follow the concentration changes throughout the first week of lactation for the first
time. These results can bring us closer to understanding the detailed biosynthesis of human milk
oligosaccharides. In addition, these results could be apprecited by the pharmaceutical/food
industry as if LNB and LacNAc can be found in the human milk — assuming their important

biological role — it can be beneficial to enrich baby formulas with these isomers in the future.

As an other part of this PhD thesis, a validated GC-MS method has been developed for
the identification and quantification of 2’-FL and 3-FL from human milk samples for the first
time. The sample preparation included a TMS-oxime derivatization with hexamethyldisilazane
to convert these trisaccharides into more volatile derivatives, amenable to GC-MS analysis. The
fragmentation pattern of the TMS-oxime derivatives was discussed in details and the
characteristic fragments of 2’-FL (m/z 538) and 3-FL (m/z 451 and 361) were identified. The
discussed method allows the precise and accurate identification of 2’-FL and 3-FL from
complex biological samples containing a large amount of lactose without the time-consuming
and multi-step size-exclusion chromatographic sample preparation. Our results showed that
both compounds are found in human milk during the first week of lactation in high
concentrations and the concentration changes are not significant throughout this period. The
pharmaceutical industry puts huge effort to enrich baby formulas with oligosaccharides and as
a result of their effort the first infant formula containing fucosyllactose has been marketed in
2017. Hence, our developed GC-MS method — besides analysing various human milk samples

— can be valuable in the quality control of the above mentioned infant formulas, too.
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