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Bevezetés

Az anyatejes taplalas fontossdga napjainkban egyarant jelen van a hétkdznapi
parbeszédekben és a tudomanyos forumokon. Mindez nem véletlen, hiszen egyre tobb kutatas
vilagit r4 az anyatej komplex és ,,utanozhatatlan” Osszetételére, amely szamtalan jotékony
hatasaval a csecsemok legidealisabb taplalékanak tekinthetd.

Az anyatej a legnagyobb mennyiségben eléforduld lipidek, fehérjék és a laktoz mellett
ezekkel 6sszevethetd, sot a fehérjéket meghaladdo mennyiségben tartalmaz oligoszacharidokat.
Amig az elobbiek foként taplald funkciot toltenek be, addig a fehérjékkel nem konjugalt,
rendkiviil valtozatos szerkezetli oligoszacharidok a csecsemOk szamara emészthetetlenek.
Jogosan meriil fel a kérdés, hogy ez esetben milyen célbdl taldlhatok meg az anyatejben, hiszen
ilyen nagy mennyiségli, haszontalan Osszetevd eldallitdsa az anyai szervezetnek egyértelmii
energiaveszteség lenne. Az elmult évtizedekben egyre tobb kutatdcsoport tiizte ki célul az egyes
oligoszacharidok funkcidjanak megismerését. Ennek kdszonhetden tudjuk, hogy hozzéjarulnak
a csecsemd egészséges bélflorajanak kialakitdsdhoz, védelmet nyujtanak szamos kérokozo
(Campylobacter jejuni, Vibrio cholerae, Streptococcus pneumoniae sth.) ellen,
immunmoduldns hatdssal rendelkeznek, csokkentik a korasziilottek esetében nagy haldlozasi
arannyal jar6 nekrotizald enterokolitisz (NEC) kialakulasanak valoszintiségét, hozzajarulnak a
csecsemo agyi fejlodéséhez, sot még az anyai szervezetben is képesek korokozok elleni védo
funkciot betdlteni.

Annak ellenére, hogy egyre tobb oligoszacharid szerkezetét sikeriilt azonositani és
koziiliik néhanyhoz mar konkrét biologiai funkcidt is tarsitottak. Az anyatejben eddig
kimutatott tobb mint 200 egyedi oligoszacharid koziil még szamos szerkezet esetében nem
tortént meg az izolalast kovetd pontos szerkezetazonositds és még tobb biologiai funkcid
feltarasa varat magéara. Napjainkra a tapszergyartok mar oligoszacharidokkal dusitott
termékekkel probaljak az anyatej egyre jobb és Osszetettebb alternativait nyujtani. Mindez
azonban még gyerekcipdben jar, hiszen a tobb tucat azonositatlan szerkezet, ezek mennyiségi
jellemzodinek ismerete, a biologiai funkciok azonositasa elengedhetetlen egy igazan Osszetett
termek eldallitdsahoz. Az anyatej komplex, naprol napra és egyénrdl egyénre valtozo
Osszetételét mesterségesen valoszintlileg sosem lehet majd utdnozni. Azonban — tobbek kozott
a jelen disszertacio anyagaval is — olyan, a gyakorlatban is hasznosithaté informaciokhoz
jutunk, amivel akar adott betegség megeldzésére alkalmas tapszerek eldallitasa is
megvalosulhat.



Célkitiizés

1) A diszacharid épitéelemek vizsgalata

Doktori munkam soran célul tiiztiik ki az anyatej oligoszacharidokat felépitd két
legfontosabb diszacharid egység, az LNB ¢és a LacNAc kimutatisat €s mennyiségi
meghatarozasat anyatej mintakbol. Ezek a rendkiviil kozeli diszacharid struktirak mindossze a
galaktoz és az N-acetilgliikozamin kozotti kotés helyzetében térnek el: amig a LacNAc esetében
a két monoszacharidot egy B1-4 kotés kapcsolja 0ssze, addig az LNB esetében a két épitdegység
kozott egy P1-3 glikozidos kotés talalhaté meg (1. abra). Ezek az apro szerkezeti eltérések
rendkiviil hasonlé kromatografias tulajdonsadgokat eredményeznek, ezért elvalasztasuk kihivast
jelent. Ezen feliil azonos molekulatomeggel rendelkeznek (383,4 g/mol) és UV-elnyelésiik
csekély.
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1. abra - Az oligoszacharidok felépitésében fontos diszacharidok: a lakto-N-biéz (LNB) és az N-acetillaktozamin (LacNAc)
szerkezete, és a Consortium for Functional Glycomics altal elfogadott jelolése.
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Feltételezésiink szerint a szabad formaju LNB és LacNAc el6fordulasa a kolosztrumban
¢s az anyatejben nem lehet véletlen. Ezért, ha az LNB és a LacNAc jelenléte kimutathat6 az
anyatej mintakbol, az fontos biologiai funkciot vetithet elé és igy jelentds célmolekulakka
léphetnek el6: kimutatasukkal kozelebb keriilhetink az anyatej oligoszacharidok
bioszintézisének megértéséhez vagy jelenlétiik akar teljesen 0j bioldgiai funkciot is jelezhet.
Azonositasuk és mennyiségi meghatarozasuk emellett a tapszergyartok korében is jelentdséggel
birhat, hiszen az anyatej Gjabb €s Gjabb 0sszetevoinek azonositasa lehetdve teszi egy, az anyate;j
tulajdonsagaira €s Osszetételére leginkabb hasonlito tapszer eldallitdsat. A potencidlis biologiai
jelentdségiik mellett a kihivast jelentd analitikai probléma megoldésa is ezen célmolekulak
vizsgalata felé iranyitott minket.

2) Triszacharidok vizsgalata gazkromatografiaval

Doktori munkam tovabbi célkitlizése egy olyan GC-MS modszer kidolgozasa volt,
amely lehetové teszi a 2°-O-fukozillaktoz (2°-FL) és a 3-O-fukozillaktéz (3-FL) azonositasat
és mennyiségi meghatarozasat anyatej mintakbol. 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 kapcsolddasi izomer 3-FL sokkal kisebb mennyiségben
talalhatd meg az anyatejben, azonban még igy is nagy mennyiséget tesz ki a teljes
oligoszacharid mennyiséget illetden.
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2. 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 altal elfogadott jellése.

Jelentds mennyiségiik mellett a lehetséges biologiai funkcioik miatt is fontos
célmolekulaknak bizonyulnak. A prebiotikus hatas, valamint az enterohepatikus E. coli és a P.
aeruginosa korokozok gatlasa mindkét triszacharidra jellemz6, mikoézben a C. jejuni és a
Salmonella enterica serovar. fyris gatlasa csupan a 2’-FL-ra jellemz6. Emellett a 2°-FL képes
gatolni szamos Enterobacteriaceae torzs novekedését, amelyek hozzajarulnak a bélrendszer
gyulladésahoz és a nektorizal6 enterokolitisz (NEC) kialakuldsdhoz. Mivel a 2°-FL ¢és a 3-FL
kémiai és enzimatikus szintézise is relative egyszerli a komplexebb oligoszacharidokkal
Osszehasonlitva, rdadéasul jelentés mennyiségben taldlhatok meg az anyatejben, ezért a
tapszergyartok elsé €s legfontosabb célmolekulai kozé tartoznak.



Modszerek

1) A diszacharid épitéelemek vizsgalata

Az anyatej mintak egészséges onkéntesektdl szarmaztak a sziilést kovetd idészakbol.
Az LNB és LacNAc standardokat részben a Glycom Hungary Kft.-t61 kaptuk, illetve az Elicityl
SA ¢és a Carbosynth Limited cégektdl vasaroltuk. A HPLC méréseket, valamint a validalast egy
Agilent 1100 HPLC rendszeren végeztiik. A tomegspektrometrias méréseket egy Agilent
6410B harmas kvadrupdl analizatorral és elektroporlasztasos ionizacios (ESI) ionforrassal
felszerelt késziiléken végeztik.

Az anyatej mintédkat (10 ml) 4 térfogategység (40 ml) 2:1, V/V kloroform:metanol
keverékkel extrahaltuk. A keveréket 5-10 percen keresztiil razattuk vortex segitségével, majd
az igy kapott emulziét 30 percen keresztiil 3139 xg (6000 rpm) mellett egy SIGMA Sartorius
2-16P centrifugaval centrifugaltuk. A felsd, vizes-metanolos fazist 0sszegyljtottiik, majd az
also kloroformos fazist és a kicsapott fehérjéket elontottiik. A teljes folyamatot megismételtiik
a mintaelokészités megfeleld hatékonysdga érdekében. A mintdkat méretkizarasos
oszlopkromatografidnak vetettiikk alda, hogy a nagy mennyiségben jelenlévd laktdztol
elvalasszuk az anyatejben megtalalhatd tobbi szacharidot, valamint, hogy ezen szacharidokat
méretiik alapjan frakciondljuk. Az LNB/LacNAc alditol formava val6 redukciojahoz 1,0 M
NaBHjs-oldatot hasznaltunk. A redukcidhoz az elézetesen liofilizalt mintakat 200 pl desztillalt
vizben oldottuk, majd a 200 pl 1,0 M NaBHjs-oldat hozzdadéasa utan 90 percig 65 °C-0S
vizfiirddben inkubaltuk. A redukcio lezajlasat kovetden a sokat szilardfazist extrakcidval
tavolitottuk el, amihez egy nem-porusos grafitizalt szén toltetli oszlopot hasznaltunk.

A PGC alapti elvalasztashoz egy Hypercarb (5 um; 100 x 2,1 mm) oszlopot hasznaltunk.
Az oszlopot allando, 25 °C-os hdmérsékletre temperaltuk. A mozgofazisként 0,1% V/V
hangyasavat tartalmazo vizes oldatot, B mozgo6fazisként pedig metanolt hasznaltunk. Az
izokratikus elucios modszer 3% B mozgoéfazis, 0,5 ml/perces aramlasi sebesség és 12 perces
analizisidé mellett tortént. A retencids idok megfeleld reprodukalhatdsaga érdekében minden
egyes analizis eldtt egy mosasi protokollt futtattunk le. Utkdztetd gazként nitrogén gazt
alkalmaztunk. A tomegspektrumokat pozitiv ionizaciés modban vettiik fel. A m/z 408 prekurzor
ion — ami nem mas, mint a redukalt cukrok natrium adduktja, [M+Na]* — fragmentacidja 2 6
fragmenst eredményezett. A 210 V fragmentor fesziiltség és 28 V litkzési energiaval nyert m/z
246 fragmenst valasztottuk a mennyiségi meghatdrozashoz, amiga 210 V fragmentor fesziiltség
¢s 28 V litkozési energiaval nyert m/z 228 fragmens a kvalifikalas céljabol keriilt kivalasztasra,
mind az LNB, mind a LacNAc esetében. Az LNB-re vagy a LacNAc-ra szelektiv fragmenst
sem a fent megjeldlt paraméterek, sem mas fragmentor fesziiltségek és litkozési energidk
mellett nem tapasztaltunk. A mennyiségi meghatarozast tobbcsatornas reakciokovetéssel
(MRM) végeztiik.

A modszervalidalast az Eurdpai Gyogyszeriigynokség (EMA) iranyelvei alapjan
végeztiik.

2) Triszacharidok vizsgalata gazkromatografiaval
A 2’-FL ¢és 3-FL standardokat a Glycom A/S cég biztositotta szamunkra. Az anyatej
mintdk egészséges onkéntesektdl szdrmaztak a sziilést kovetd id6szakbol.



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 3139 xg (6000 rpm) mellett egy SIGMA Sartorius 2-16P centrifugaval
centrifugaltuk. Az also kloroformos fazist €s a kicsapott fehérjéket elontottiik, majd a kirdzast
megismételtiik a hatékonysag novelése érdekében. A szarmazékképzést a masodik extrakcids
1épésbdl szarmazd vizes fazissal végeztiik.

50-100 pl tisztitott anyatej mintat vagy vizes standard oldatot szérazra paroltunk 30 °C-
on, vakuum alatt. Az igy kapott mintdkat 125 pl 2,5 g/100 ml hidroxilamint tartalmazo
piridinben oldottuk, majd 30 percig 70 °C-on melegitettiik. A lehilt mintakat 225 pl HMDS és
25 ul TFA segitségével trimetilszilileztiik 60 percig 100 °C-on. A lehilt keveréket egy 0,2 pm
RC membran fecskenddszlirén atsziirtiik.

A GC-MS méréseket egy CTC Combi PAL automata tobbfunkciés mintaadagolo
rendszerrel felszerelt Agilent 6890N/5973 GC-MSD késziilékkel végeztiik. Az elvalasztashoz
egy Supelco SLB-5ms kapillaris kolonnat (30 m x 250 pum belsé atmérd, 0,25 pm
filmvastagsag) hasznaltunk. A GC kromatografids kemence hdmérséklete 200 °C-rol (2 perc
izotermalis szakaszt kovetden) 325 °C-ra emelkedett 4 °C/perc sebességgel, majd 7,25 percig
tartotta a 325 °C-os homérsekletet. Vivogazként héliumot hasznéltunk 1,0 ml/perc allandd
aramlés mellett. A forro tis injektalashoz 3 és 2 méasodperces el6- €s utdinjektalasi késleltetési
1d6t alkalmaztunk. Az injektalési térfogat 1,0 pl volt, ami tovabbi 1,0 pl 1égbuborékkal lett
kiegészitve a mintavételezést kovetden az injekcids fecskendd injektalas elotti kitliritése végett.
Az injektor hdmérséklete 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 idot 1,5 percre allitottuk.

A kvadrupdl tomeganalizatorral felszerelt tomegszelektiv detektort elektron ionizacios
modban tizemeltettiik 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 kovettiik.

A modszervalidalast az Eurdpai Gyodgyszeriigynokség (EMA) iranyelvei alapjan
végeztik.



Eredmények

1) A diszacharid épitéelemek vizsgalata

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

A HCOOH hozzéadasa a vizes fazishoz élesebb csucsokat eredményezett és novelte a
tomegspektrométerben az ionizaci6 hatékonysagat. A modszerfejlesztés soran tapasztalt
retencids 1d6 stabilitasi problémat a kidolgozott mosasi protokoll (5.1.5 fejezet) — amely soran
nagy mennyiségli szerves eluenssel (90% metanol) tortént az allo6fazis regeneralasa —
megsziintette. A mosasi protokoll alkalmazasa mellett a retencids id6 stabilitasi probléma a
késobbiekben mar nem jelentkezett.

Az Agilent MassHunter Optimizer szoftver segitségével a kvalifikdlashoz ¢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.

A validalasi eredmények az 1. tablazatban keriiltek feltiintetésre.

Egy egészséges Onkéntes anyatej mintdjat vizsgaltuk a kidolgozott modszerrel a laktacid
elsé hetében. Az eredmények azt mutattdk, hogy az LNB és a LacNAc is megtaldlhato az
anyatejben, mennyiségiik folyamatosan csokken: a LacNAc koncentracioja 310 pg/ml-rél 6,7
ng/ml-re csokkent, az LNB koncentracioja pedig 26 pg/ml-r6l az LOD értéke ala csokkent a
laktacio els6 hetében (4. abra). A végs6 koncentraciok a higitasokat figyelembe véve és 1 ml
nyers (feldolgozatlan) anyatejre vonatkoznak.



1. 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 03 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
Regresszios egyenes R? Regresszios 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
+8,0 +0,3 +1,3 +0,2 +2.4 +1,7 +0,4 | £0,5

LOD/LOQ (ng/ml)
LOD LOQ LOD LOQ
0,008 0,027 0,007 0,023
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4. abra - Az LNB (a) és a LacNAc (b) koncentraciovaltozasa anyatej mintdkban a laktacio els6 hetében. A koncentraciok 1
ml anyatejre vonatkoznak, figyelembe véve a higitasi faktorokat és a visszanyerhetdséget.

2) Triszacharidok vizsgalata gazkromatografiaval

A 2’-FL és 3-FL standardok fragmentacios mintazatat vizsgalva (5. abra) meghataroztunk
mindkét anyagra jellemz6 fragmenseket, iigymint a m/z 73, m/z 90, m/z 363, m/z 273, m/z 204
és a m/z 217. A szerkezetek nagyfoka hasonldsaga 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
és m/z 361.
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5. abra - A 2°-O-fukozillaktéz (a és ¢) és a 3-0-fukozille}ktéz (b és d) trimetilszilil oxim szarmazékanak feltételezett
fragmentacids mintazata, valamint tomegspektruma. Altalanossagban az m/z 73 a TMSO gyodkionra, az m/z 90
tomegkiilonbség pedig a TMSOH semleges vesztésre utal.

A szelektiv fragmensek ellenére az azonositashoz sziikséges volt kromatografiasan az
anyagok alapvonali elvéalasztasat is elérnilink, amit sikeresen megvalositottunk a kidolgozott
modszerrel. A modszer nem csupan a kapcsolodasi izomer 2°-FL és 3-FL egymadstol valod
alapvonali elvélasztasara volt alkalmas, hanem a tobb nagysagrenddel nagyobb mennyiségben
jelenlévd laktoztol valo elvélasztasukra is.

A validalasi eredmények a 2. és 3. tablazatban Kkeriiltek feltiintetésre.

2. tablazat - A 2’-FL és 3-FL mennyiségi meghatarozasara kidolgozott médszer pontossaga és torzitatlansaga.

Koncentracio 2'-FL 3-FL
(ng/ml) Pontossag | Torzitatlansag | Pontossag | Torzitatlansag
2'-FL | 3-FL | (RSD%o) (%) (RSD%) (%)
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

3. tablazat - Az anyatej mintakhoz adott triszacharidok visszanyerhetGsége.

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 25+3
visszanyerhetOség




2A 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 két egészséges Onkéntestdl (A donor és B donor) kapott, a laktacid elsd hetébdl
szarmaz6 mintdk esetén kimutattuk €s 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 kdzott valtozott. B donor esetében ezek az értékek 2694
¢€s 3551 pg/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 valtozésaban
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 pg/ml volt, a 3-FL mennyisége pedig 154 és 204 ug/ml-nek adodott (6. abra).

a
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pontok az A donor, a fekete négyzetek pedig a B donor esetén mért értékeket mutatjak.



Kovetkeztetések

1) A diszacharid épitéelemek vizsgalata

Munkank sordn nem csupan egy megfeleld, tomegspektrometriaval kapcsolt
kromatografids modszer kidolgozasa volt a cél, hanem anyatej mintak vizsgalata is. Egészséges
Onkéntesektol szarmazd, a laktacio elsd hetében begylijtott mintakat vizsgaltunk, mivel
irodalmi adatok alapjan az oligoszacharidok mennyisége a sziilés koriili napokban a
legmagasabb, majd idével 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 laktacid els6 hetének végére a LacNAc mennyisége a kvantifikalasi
hatar kozelébe csokkent, az LNB pedig mar nem is volt detektalhaté 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 végs6 koncentraciok minden esetben 1 ml anyatejre lettek
megadva ¢€s a higitasi faktort figyelembe véve korrigalasra keriiltek.

Az anyatejben természetes koriilmények kozott az 1-es tipusit oligoszacharidok —
amelyekben a laktézhoz egy LNB egység kapcsoléodik — dominalnak a 2-es tipusu
oligoszacharidok f6l6tt, amelyekben pedig a lakt6zhoz kapcsolodo épitdelem a LacNAc. Ez az
arany specifikus az anyatejre. Mas emldsok teje, kiillondsképpen a féemldsok (0j- és ovilagi
majmok ¢és emberszabasuak) teje tulnyomodan vagy kizardlagosan 2-es tipusu
oligoszacharidokat tartalmaznak, igy az 1l-es tipust oligoszacharidok tulstilya emberi
tulajdonsagnak tekinthetd. Erdekes, hogy ezzel szemben a fehérjéhez nem kotott LNB és
LacNAc aranya éppen ellentétes az 1-es és 2-es tipusu oligoszacharidok aranyaval. Azonban
ennek a jelenségnek a magyarazata tovabbi vizsgalatokat igényel.

A szabad, fehérjéhez nem kotott LNB €s LacNAc jelenléte az anyatejben utalhat arra,
hogy az oligoszacharidok bioszintézise soran a lakt6z egység elongacidja LNB és LacNAc
épitéegységekkel torténik, nem pedig monoszacharidokkal, vagy a diszacharidoknal
komplexebb struktirakkal. Reményeink szerint az itt bemutatott eredmények hozzajarulnak
majd az oligoszacharidok pontos bioszintézisének feltarasahoz.

2) Triszacharidok vizsgalata gazkromatografiaval

Ahogyan az az eredmények fejezetben bemutatdsra keriilt, a 2’-FL és a 3-FL
koncentracioja egyarant kozel allando volt a laktacid elsd hetében, és a B donort6l szarmazé
minték alapjan azt is meg tudtuk allapitani, hogy mennyiségiik a sziilést kovetd 1 és 2 honappal
sem mutatott jelentds csokkenést. fgy az adatok alapjan megallapithatjuk, hogy mindkét anyag
koncentracioja az anyatejben hosszu 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).

A jelen vizsgalatban szerepld 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
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fedezhet6k fel a taplalkozas, az életmod, az etnikum, de akar a laktacios nap alapjan is, amik
mind befolyasolhatjak a 2’-FL/3-FL aranyszamot.
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