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1. Zusammenfassung

Friihgeborene Kinder haben ein hohes Risiko fir schwerwiegende Hirnblutungen und
neurokognitive Beeintrachtigungen. Muttermilch setzt sich im klinischen Alltag in der
Erndhrung von Frihgeborenen immer weiter durch, gleichzeitig mehren sich die Hinweise auf
ihre direkten neuroprotektiven Eigenschaften, insbesondere von Kolostrum (der Milch der
ersten finf Tage). Ziel dieser Arbeit war es, diese experimentell genauer zu untersuchen.
Hierfur wurden Milchproben von stillenden Mdattern zu unterschiedlichen Zeitpunkten
gesammelt und aus ihnen die wassrige Phase mit den in der Muttermilch enthaltenen
Proteinen gewonnen (Skim Milk). Zur Beurteilung der Auswirkung auf neuronales Wachstum
wurden explantierte Riechhirne von Mausen mit der Skim Milk versetzt und mehrere Tage
kultiviert. Die Wirkung von Kolostrum wurde mit der von reifer Milch (ab der zweiten Woche)
verglichen. Hier konnte ein signifikant verstarktes Neuritenwachstum durch das Kolostrum
belegt werden. In weiteren Versuchen zeigte sich sogar eine weitgehend dosisunabhangige
Wirkung, als Hinweis auf einen eher durch Wachstumsfaktoren als durch Nahrstoffe bedingten
Effekt. Zur Identifizierung von mdglicherweise verantwortlichen Proteinen im Kolostrum
wurden vergleichende massenspektrometrische Untersuchungen durchgefihrt. Dabei waren
21 Proteine im Kolostrum signifikant angereichert, von denen acht in einem Zusammenhang
mit neuronalem Wachstum stehen. In dieser Arbeit konnte die wachstumsférdernde Wirkung
von insbesondere friiher Muttermilch auf neuronales Gewebe unter Laborbedingungen gezeigt
werden. Weiterhin wurden im Kolostrum Proteine identifiziert, die dessen Wirkung bedingen
koénnten. Diese Ergebnisse deuten eine bioaktive Rolle des Kolostrums fir die Hirnentwicklung
Frihgeborener an.

Die Bedeutung der nasopharyngealen Exposition mit Muttermilch sollte daher weiter
untersucht werden.

Die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit konnten im Juli 2023 in Pediatric Research
verdffentlicht werden, die Publikation findet sich im Anhang.



2. Einleitung

Bei frihen und komplizierten Geburten stellen Hirnschaden geflrchtete Folgen dar und da es
an Therapien mangelt, sind die potenziellen langfristigen Auswirkungen auf das Leben der
betroffenen Kinder umso einschneidender.

Gleichzeitig mehren sich die Hinweise auf neuroprotektive Effekte durch die (intranasale)
Gabe von Wachstumsfaktoren und Stammzellen. Diese sind unter anderem in der Muttermilch
vorhanden und stehen so den Kindern zur Verflgung.

Klinische und beobachtende Studien geben ermutigende Hinweise auf den Einfluss von
Muttermilch auf die Gehirnentwicklung, sie sind jedoch schwer zu kontrollieren und unterliegen
einer Vielzahl von Variablen. Es fehlte bisher an Erkenntnissen zur direkten Wirkung von
Muttermilch auf neuronales Wachstum.

2.1. Der friuhgeburtliche Hirnschaden

Die Weltgesundheitsorganisation (WHQO) definiert Frihgeburtlichkeit mit der Geburt eines
lebenden Kindes vor der abgeschlossenen 37. Schwangerschaftswoche '. Die weltweite Rate
an Frihgeburten liegt bei 7-14%, das entspricht etwa 15 Millionen friihgeborenen Kindern
jedes Jahr. Daten aus dem Kinder- und Jugendgesundheits-Survey (KiGGS) legen laut
Weichert et al. eine Friihgeburtenrate von 11,6% flr Deutschland nahe, Tendenz steigend 2.
Selbst bei ausschlieBlich gesunden Einlingsschwangerschaften ohne Risikofaktoren fand eine
internationale Studie im Auftrag der WHO Friihgeburtenraten von 7,5% weltweit und 3,6% flr
Deutschland 3. Dabei ist die vorzeitige Beendigung der Schwangerschaft und damit des
intrauterinen Wachstums nicht nur keine seltene, sondern auch keine ungefahrliche Situation.
Etwa vier Millionen Kinder sterben weltweit jahrlich innerhalb der ersten vier Lebenswochen,
der sogenannten Neugeborenenperiode. Mit einem Anteil von 28% stellt die Friihgeburtlichkeit
die haufigste direkte Ursache dar *. Laut WHO starben allein 2017 dadurch 878.000
Neugeborene °. Der Uberwiegende Anteil dieser Tode kommt durch mangelnde Hygiene und
fehlende pra- sowie perinatale Betreuung in Entwicklungsléandern zustande “.

Doch auch unter modernsten medizinischen Voraussetzungen lassen sich haufige
Komplikationen wie das Atemnotsyndrom des Frihgeborenen, die Nekrotisierende
Enterokolitis (NEC), Hirnschadigungen oder die Friihgeborenenretinopathie beobachten 8,
Die typischen Hirnschadigungen bei Friihgeborenen und die daraus folgenden neurologischen
Beeintrachtigungen wurden von Volpe 2009 unter dem Begriff der Frihgeborenen-
Enzephalopathie zusammengefasst 7. Ursachlich spielen einerseits Hirnblutungen in der
germinalen Matrix sowie der Ventrikel und andererseits die Periventrikulare Leukomalazie
(PVL) eine Rolle.



Die germinale Matrix bezeichnet einen Bereich unterhalb der Seitenventrikel, in dem
Nervenvorlauferzellen entstehen, die im Laufe der Embryonalentwicklung zur Hirnrinde
migrieren, um dort auszudifferenzieren. Das GefaBnetz in diesem gut durchbluteten Areal ist
allerdings anféllig fir Blutdruckschwankungen und Noxen. So kdnnen Blutdruckspitzen zu
einer mechanischen Lasion der GeféaBe flhren, wahrend bei Entzindungsprozessen (z.B. im
Rahmen einer Chorioamnionitis) chemische Noxen in Form von Zytokinen gebildet werden.
Hypoperfusionen und Azidosen kdnnen die GefaBarchitektur durch die Entstehung von
Ischamien schwéchen und ebenfalls zu Hirnblutungen flhren. Die Folgeerscheinungen
derartiger Hirnblutungen hangen stark von der Ausdehnung ab. Wahrend bei kleinen Lasionen
neurologische Auffélligkeiten selten sind, treten sie bei intraventrikularen Blutungen in etwa
einem Drittel der Falle auf und bei Beteiligung des Hirnparenchyms sind mehr als die Halfte
der Uberlebenden Kinder von langfristigen Einschrankungen betroffen °.

Bei der PVL ist eine Minderversorgung oder ein Uberangebot des Gewebes mit Sauerstoff
ursachlich. Durch die spezielle GefaBversorgung des unreifen Gehirns gehért ein Bereich in
der weiBen Substanz nahe der Seitenventrikel (periventrikuldr) zu den Endstromgebieten
mehrerer Hirnarterien. Kommt es vor, unter, oder kurz nach der Geburt zu einem Mangel an
Blut oder Sauerstoff, ist dieser Bereich besonders betroffen. Bei unreifen Kindern sind 90%
der Oligodendrozyten in der weiBen Substanz noch im Vorlauferstadium und nicht
funktionsféahig. Sie besitzen noch keine funktionierende Superoxid-Dismutase und gehen bei
Kontakt mit Sauerstoffradikalen in die Apoptose '°. So sorgen sowohl ein Mangel an Sauerstoff
als auch ein erhdhter Sauerstoffpartialdruck (etwa im Rahmen einer maschinellen Beatmung
des Friihgeborenen) zu Schadigungen an den myelinproduzierenden Oligodendrozyten. Diese
Schéaden fliihren langfristig zu nekrotischen und zystischen Lasionen ''. Etwa 60-100% der
Uberlebenden entwickeln eine Infantile Zerebralparese mit dauerhaften Lihmungen oder
spastischen Paresen 2,

Die sogenannte Hypoxisch-lschamische Enzephalopathie (HIE) ist eine Folge perinataler
Asphyxie und kommt auch bei Reifgeborenen vor, Frihgeburtlichkeit stellt allerdings einen
Risikofaktor fir Asphyxie dar. Hierbei flhrt ein Sauerstoffmangel oder eine Ischamie zu einer
Azidose und Schéadigung von Organen, die Folge ist eine gestdrte Adaptation des Kindes nach
Geburt 3. Wahrend sich die meisten Organe von der kurzzeitigen Ischamie und Azidose gut
erholen kdnnen, ist das Gehirn von der Asphyxiefolge HIE besonders bedroht. Nach der
primaren Schadigung durch die Ischamie erfolgt ein Reperfusionsschaden aufgrund freier
Sauerstoffradikale und proinflammatorischer Mediatoren. Ein sekundéres Energieversagen
durch lokale Laktatakkumulation beginnt bereits innerhalb weniger Stunden und erreicht
seinen Hohepunkt nach 24-72 Stunden. Insgesamt fUhrt die HIE zu fokalen und diffusen
Schéaden an der grauen Substanz sowie globalem Hirnvolumenverlust ®'4. Die Pravalenz der

HIE liegt unter Reifgeborenen bei 0,1-0,3%, unter Frilhgeborenen ist sie mit etwa 4% jedoch



deutlich héher 516, Die Symptomatik kann sich als Infantile Zerebralparese prasentieren oder
sehr viel spater durch Aufmerksamkeitsdefizit- und Autismusspektrumstérungen auffallen 7.

Insgesamt tragen etwa ein Drittel aller Friihgeborenen neurokognitive und motorische
Beeintrachtigungen davon ™. Frihgeburtlichkeit stellt somit insgesamt einen groBen
Risikofaktor fiir langfristige psychomotorische Stérungen dar '°, und es besteht ein Bedarf an

weiteren Konzepten zum Management dieser Komplikationen 2022,

2.2. Neuroprotektive Therapieansatze

Frihgeburtlichkeit und Asphyxie gelten als gréBte Risikofaktoren fir den frihkindlichen
Hirnschaden, ihre Pravention und ihr optimales Management stehen daher an erster
Stelle 2324, Die klinische Auspragung einer derartigen Hirnschadigung wird oft erst ab dem
zweiten Lebensjahr deutlich. Zu diesem Zeitpunkt kommt eine prophylaktische,
neuroprotektive oder neuroregenerative Therapie zu spéat, durch die multidisziplinaren
Bemihungen von u.a. Physiotherapeuten, Ergotherapeuten und Logopaden soll eine
moglichst eigenstandige Alltagsbewaltigung erzielt werden 2. Zahlreiche Ansétze, vor einer
drohenden Frihgeburt prophylaktisch einzugreifen oder nach einem hypoxisch-ischamischem
Insult direkt therapeutisch zu intervenieren, werden daher stark erforscht.

Als einzige gut etablierte Intervention gilt die therapeutische Hypothermie, bei der das Kind
innerhalb von 6 Stunden nach Geburt fir 72 Stunden bei einer Temperatur von 33-35°C
gekuhlt wird. Ein Cochrane Review aus dem Jahr 2013 zeigte, dass durch diese
Vorgehensweise bei Reifgeborenen mit HIE eine signifikante Reduktion von Tod, schwerer
Behinderung und infantiler Zerebralparese erreicht werden konnte 26,

Als einzige gut etablierte PraventionsmaBnahme gilt die pranatale Gabe von Steroiden bei
erwarteter Frihgeburt. Dies dient hauptsachlich der Induktion der Lungenreife, es konnte
jedoch zusatzlich eine deutliche Reduktion von Hirnblutungen und perinatalen Todesfallen
gezeigt werden 7. Die Deutsche Gesellschaft fir Gynakologie und Geburtshilfe empfiehlt
weiterhin in ihrer aktuellen Leitlinie ,Pravention und Therapie der Frihgeburt sowohl die
prénatale Magnesiumgabe als auch ein verzogertes Abnabeln zur Neuroprotektion 2.

Fir die Gabe von Magnesiumsulfat bei Frauen, die voraussichtlich vor der 32.
Schwangerschaftswoche (SSW) entbinden werden, konnte eine Verringerung des Risikos flr
eine infantile Zerebralparese beim Kind nachgewiesen werden 2%3°. Auch das verzogerte
Abklemmen der Nabelschnur (fir bis zu 180 Sekunden) zeigte sich in einem Cochrane Review
von 2012 als vorteilhaft: Die Inzidenz von Hirnblutungen war ebenso rlcklaufig wie die der
Transfusionsbedirftigkeit und das Risiko einer NEC 2. Eine aktuelle Studie musste hingegen
abgebrochen werden, da das Ausstreichen der Nabelschnur im Vergleich zum verzdgerten
Abklemmen bei Friihchen vor der 27. SSW zu signifikant haufigeren Hirnblutungen geflhrt



hatte 2. Studien zur prophylaktischen Gabe von nichtsteroidalen antiinflammatorischen
Medikamenten zeigten fir Indometacin kurzfristige Verbesserungen in der Inzidenz der
schweren Hirnblutung, jedoch ohne Effekte auf das Uberleben oder die langfristige
neurologische Entwicklung 33. Fir Ibuprofen konnten keine Auswirkungen auf das Outcome
bewiesen werden 34. Unklar ist die derzeitige Studienlage zur prophylaktischen Verabreichung
von humanem rekombinantem Erythropoetin (Epo). Ein Cochrane Review kam 2017 zu dem
Schluss, Epo verringere die Inzidenz von Hirnblutungen, PVL, sowie NEC in
Friihgeborenen 3, und auch Fischer et al. fanden eine verbesserte neurokognitive Entwicklung
von Friihgeborenen noch im zweiten Lebensjahr 3. Andere Studien sahen keinen Effekt im
Vergleich zu Placebo ¥, und eine Gruppe fand in einem Mausmodell mit Hirnschadigung sogar
Hinweise auf einen aggravierten Verlauf durch Epo . Auch Laktoferrin, eines der
Hauptproteine in der Muttermilch, zeigte positive Auswirkungen auf die neurokognitive
Entwicklung, und konnte in einem Tiermodell den herbeigeflihrten neonatalen Hirnschaden
abmildern 3%4', Das in diesem Kontext haufig an Ratten durchgefiihrte Schadigungsmodell
wurde 1981 von Rice und Vannucci etabliert. Hierbei erfolgt eine einseitige Ligatur der Arteria
carotis communis und eine anschlieBende Hypoxie bei 8% Sauerstoff fir 3,5 Stunden. Im
Anschluss ist eine einseitige Hirnschadigung mit Infarkt und Schadigung der wei3en Substanz
feststellbar 2.

Weitere Substanzen, deren neuroprotektive Eigenschaften seit Jahren erforscht werden,
beinhalten unter anderem Melatonin, Topiramat, Allopurinol, Vitamin E, Kreatin,
Wachstumsfaktoren sowie die Beatmung mit Xenon 4344, Gr6Bere Aufmerksamkeit erfuhren in
letzter Zeit Therapieansatze mit Mesenchymalen Stammzellen (MSC) und deren
Extrazellularvesikeln. Diese Stammzellen kénnen auch aus adultem Gewebe gewonnen
werden, besitzen spezifische Oberflachenantigene und haben Potential fir vielfaltige
Differenzierung, Koloniebildung und Selbsterneuerung. lhnen wird ein positiver Einfluss auf
die Regeneration von geschadigtem Gewebe zugesprochen. Neue Studien zeigen allerdings,
dass vor allem die Sekretionsprodukte der MSC hierflir verantwortlich sind. In diesen
sogenannten Extrazellularvesikeln befinden sich eine bisher noch nicht génzlich geklarte
Bandbreite an mRNA, miRNA, Fetten, Zytokinen und anderen Proteinen .

So untersuchten Sisa et al die intranasale Gabe von Extrazellularvesikeln aus MSC am Rice-
Vannucci-Modell. Die Folge war eine reduzierte Mikrogliaaktivierung und damit eine
verminderte Vernarbung des Hirngewebes, ein geringerer Zelltod sowie bessere Ergebnisse
in Verhaltenstests im Vergleich zu einer Kontrollgruppe “6. Eine stidkoreanische Gruppe zeigte
im Rattenmodell mit induzierter Hirnblutung verkleinerte Lasionen durch die intraventrikulére
Gabe (,transplantation“) von MSC #’. Dieselbe Gruppe beschrieb im Anschluss bereits 2014
und 2015 die klinische Anwendung von intraventrikularen Stammzellen aus menschlichem

Nabelschnurblut bei frihgeborenen Kindern mit Hirnblutung “8. Eine Kolner Gruppe

10



verabreichte Muttermilch, als naturliche Quelle von Laktoferrin, Wachstumsfaktoren,
Stammzellen sowie deren Extrazellularvesikeln, intranasal bei Friihgeborenen mit schweren
Hirnblutungen und zeigte im Vergleich zu einer Kontrollgruppe einen Trend zu weniger

schwerwiegenden zystischen Defekten im Verlauf 4.

2.3. Zusammensetzung und Eigenschaften von Muttermilch

Muttermilch ist die natrliche erste Erndhrung des neugeborenen Kindes, die Milchproduktion
(Laktation) beginnt durch eine Abnahme des Progesteronspiegels im Blut im Rahmen der
Plazentalésung nach der Geburt des Kindes *°. Muttermilch wird schon lange beforscht und
ihr grundlegender Aufbau ist bekannt ®'. Doch moderne analytische Methoden und neue
klinische Aspekte (wie der zunehmenden Versorgung von Frihgeborenen) sorgen flr
detailliertere Erkenntnisse und weitere Fragestellungen. Dabei stellt die Muttermilch kein
einfaches Forschungsobjekt dar, sie ist komplex aufgebaut und dazu hochvariabel. Es finden
sich Proteine, Fette und Kohlenhydrate, aber auch Zellen in der Muttermilch %23, Schon die
Frage nach dem Proteingehalt kann nicht allgemeinglltig beantwortet werden, in einer
Untersuchung an 2553 Milchproben zeigte sich ein Durchschnittsproteingehalt von 9mg/ml,
die Streubreite war von 6,3mg/ml bis 14,3mg/ml (2,5. und 97,5. Perzentile) allerdings
betrachtlich 54. GroBe Schwankungen der Proteinmenge in der Literatur lassen sich zwar auch
durch unterschiedliche Messmethoden erklaren, denn oft wird der Stickstoffgehalt mit dem
Proteingehalt gleichgesetzt. In Muttermilch sind jedoch etwa 25% des Stickstoffs nicht
proteingebunden, sondern liegen in Form von Peptiden, freien Aminoséuren, DNA oder RNA
vor %, Da die fettige Phase zur Untersuchung der Proteine meist durch Zentrifugation entfernt
wird, bleibt ein (wenn auch mit unter einem Prozent kleiner) Anteil der Proteinfraktion nicht in
der wassrigen Phase erhalten 6.

Den gréBten Einfluss auf die Zusammensetzung von Muttermilch hat aber sicherlich der
Zeitpunkt der Probennahme. Sowohl durch das Laktationsstadium, also die Zeit seit dem
ersten Stillen, als auch wahrend des Stillvorgangs verandert sich die Zusammensetzung
stetig . Die Laktationsstadien werden unterteilt in die Milch der ersten fiinf Tage (Kolostrum),
die Milch ab dem 14. Tag (reife Milch) und die dazwischenliegende Ubergangsmilch. Wahrend
eines Stillvorgangs werden Vormilch und Hintermilch unterschieden. Der Proteingehalt zeigt
sich zu Beginn der Laktation im Kolostrum (mit ca. 1,8 mg/ml) am héchsten und sinkt dann ab
dem dritten Monat auf etwa die Halfte (mit ca. 0,9 mg/ml) *’. Der Fettanteil ist tber die
Laktationsstadien hinweg stabil, zeigt jedoch vor allem wéahrend des Stillvorgangs eine
Dynamik, er ist in der Hintermilch zwei- bis dreimal gréBer als in der Vormilch 8.

In massenspektrometrischen Untersuchungen konnten Uber 400 Proteine in Muttermilch
nachgewiesen werden, deren Funktionen allerdings nicht alle abschlieBend geklart sind 5°. Die
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Proteinfraktion lasst sich in Molkeproteine (unter den haufigsten sind Alpha-Laktalbumin,
Laktoferrin, Albumin und Lysozym), Kaseine (Alpha-, Beta- und Kappa-Kasein) sowie Muzine
unterteilen, wobei letztere ausschlieBlich in den Membranen der Milchfettmizellen zu finden
sind %°. Die Kaseine haben dabei am ehesten eine ndhrende Funktion, viele der Molkeproteine
unterstitzen die Immunitét, die Verdauung oder die Organentwicklung. Beispielsweise ist
Laktoferrin als Eisentransportprotein ein Baustein in der Eisenversorgung des Kindes, zeigt
aber auch antimikrobielle Effekte. L&sliche Immunglobuline wie slgA schitzen die
Darmmukosa durch die Bindung von Pathogenen, und Wachstumsfaktoren unterstutzen die
Darmentwicklung 603,

Der Fettgehalt betragt durchschnittlich etwa 40 mg/ml, auch hier ist die Streuung von 18,4 bis
89 mg/ml breit %*. Er ist Uber die Laktationsstadien hinweg stabil, zeigt jedoch vor allem
wahrend des Stillvorgangs eine Dynamik. So ist die Hintermilch zwei- bis dreimal fettreicher
als die Vormilch %. Olsaure stellt mit 30-40% den gréBten Anteil der Fettsauren dar, gefolgt
von Palmitin- und Linolsaure 5. Langkettige ungesattigte Fettsauren machen lediglich 2% aus.
Insgesamt ist der Fettanteil flir 40-55% des Energiegehalts der Muttermilch verantwortlich .
Neben den nutritiven Effekten stehen besonders langkettige, mehrfach ungesattigte
Fettsduren sowie Sphingomyeline im Verdacht, eine entscheidende Rolle in der Entwicklung
des Gehirns sowie des Auges zu spielen. Als Bestandteile von Zellmembranen und
Myelinscheiden ist ein ausreichendes und diverses Angebot in der Erndhrung zur Bildung und
Funktionalitat dieser Strukturen notwendig . Bestimmte Fette, insbesondere
Docosahexaensaure, scheinen auch einen direkten Einfluss auf Transkriptionsfaktoren zu
haben und eine bessere Aktivierung von Photorezeptoren im Auge zu erméglichen 7°.
Kohlenhydrate machen einen Anteil von etwa 70-90 mg/ml in der Muttermilch aus. Das
Disaccharid Laktose hat daran den gréBten Anteil, von 56 mg/ml im Kolostrum steigt der
Laktosegehalt auf 86,9 mg/ml in der reifen Milch. Oligosaccharide zeigen einen umgekehrten
Trend und fallen von 20,9 mg/ml im Kolostrum auf 12,8 mg/ml in der reifen Milch.
Monosaccharide haben den kleinsten Anteil und liegen durchweg bei <1 mg/ml 5471, Vor allem
den Oligosacchariden (human milk oligosaccharides, HMO) wird eine zentrale Rolle im Schutz
des frihkindlichen Darms zugesprochen. Sie sind zwar fir das Kind nur schwer verdaulich,
bieten aber Nahrung fur bestimmte Bakterienarten und unterstitzen so den Aufbau eines
gesunden Mikrobioms. Weiterhin binden sie pathogene Erreger wie Viren, Bakterien, Pilze und
Protozoen und sorgen auf diesem Weg fiir deren harmlose Ausscheidung 7273,

Einen weiteren hochvariablen Anteil der Muttermilch machen Zellen aus, Trend et al. fanden
einen Mittelwert von 300.000 Zellen pro Milliliter Muttermilch 4. Die groBte Fraktion davon
entfallt auf myoepitheliale Zellen sowie die milchproduzierenden Laktozyten aus der
Brustdrise selbst. Einen weiteren Anteil machen Leukozyten aus, die am ehesten aus dem

Blutstrom der Mutter stammen und einen Teil der Leihimmunitat ausmachen 7.
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Zurzeit besonders aktiv beforscht werden die in der Muttermilch nachgewiesenen
Stammzellen, die Potential flr pluripotente Differenzierung zeigen 6. In einem Mausmodell
konnte nachgewiesen werden, dass sich diese Stammzellen im Gehirn des gefitterten Tieres

ansiedeln und zu neuronalen Strukturen ausdifferenzieren 77.

2.4. Zielsetzung

Wir stellen die Hypothese auf, dass Muttermilch nicht nur einen nutritiven Effekt auf die
Hirnentwicklung hat, sondern auch durch spezifische Proteine die neuronale Entwicklung
direkt beeinflusst. In dieser Arbeit méchten wir in einem in-vitro Modell untersuchen, ob
menschliche Muttermilch neuronales Wachstum férdern kann.
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BACKGROUND: The olfactory bulb has a key role for nasal delivery of drugs to the brain by its access from the nasal mucosa and its
connection to the subventricular zone. The aim of this study was to investigate the neuromodulatory capacity of human milk of

premature infants on the olfactory bulb.

METHODS: Olfactory bulbs from P1 mice were embedded in a collagen | gel and incubated with DMEM supplemented with the
aqueous phase of human colostrum (Col) of five mothers after very preterm birth, mature milk (Mat) of the same mothers or
without supplement (Ctrl). After 7 days, the neurite outgrowth was quantified. Proteome analysis of the milk samples was

performed using unlabeled mass spectrometry.

RESULTS: Outgrowth increased significantly in bulbs exposed to Col but not when exposed to Mat. Mass spectrometry revealed
profound differences in the proteome of Col versus Mat. Among 21 upregulated proteins in Col were proteins involved in neurite

outgrowth, axon guidance, neuromodulation and longevity.

CONCLUSIONS: A high bioactivity of human preterm colostrum on murine neonatal neurogenic tissue is demonstrated to be
associated with a proteome profoundly differing from mature milk.

Pediatric Research (2023) 94:1906-1910; https://doi.org/10.1038/s41390-023-02721-z

IMPACT:

® The hypothesis has been raised that neonatal brain damage in a preterm infant could potentially be ameliorated by intranasal

application of maternal breast milk.

® In an in-vitro model using neonatal murine olfactory bulb explants a significant stimulatory effect by human preterm colostrum

is observed.

® Proteomics reveals upregulated neuroactive proteins in human colostrum compared to mature milk.

A confirmation of this exploratory study would indicate that preterm colostrum stimulates neurogenic tissue.

® Early intranasal colostrum application might attenuate perinatal loss of neurogenic tissue thereby contributing to reducing

complications such as cerebral palsy.

INTRODUCTION

Breast milk feeding of preterm infants is associated with less
severe adverse neurodevelopmental outcome despite an
increased risk for suboptimal weight gain, described as the
apparent breastfeeding paradox.’ It is known that human milk
contains neurotrophins and other growth factors such as EGF.
Neurotrophins are known to modulate neurogenesis and their
intranasal delivery mediates neuroprotective and regenerative
effects in animal models of neonatal brain injury. Specifically, in
cases of severe intraventricular hemorrhage (IVH) in preterm
infants new strategies are needed to protect the vulnerable brain
during the high risk phase for loss of neurogenic tissue.*
Considering the complex interactions during breastfeeding such
as, oxytocine modulated maternal infant bonding promoting
offspring cognitive development, it is difficult to evaluate the

isolated effect of the mothers’ own milk (MOM) on neurocognitive
development in a clinical study.

Therefore, an in-vitro model was needed to safely study the
isolated effects of MOM on the neonatal brain and elucidate the
role of its composition. We present an in vitro model using murine
neonatal olfactory bulb (OB) explants to examine effects of human
milk on neonatal neurogenic tissue.

METHODS

Milk preparation

MOM samples were collected from five infants, born with gestational age
25 to 28 weeks at the neonatal center of the University Hospital of Cologne
with informed consent and approval by the local Ethical board (EK
15-368).> Colostrum samples (2ml) were collected before the onset of
lactogenesis Il confirmed by color, volume and electrolyte concentrations
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Stimulation of outgrowth by human milk. a Murine olfactory bulb explants were incubated without milk (ctrl), with colostrum (Col)

and mature milk (Mat), and the outgrowth was analyzed by light microscopy after 7 days. Representative images are shown. Scale bar: 500 um.
b-f) Quantification of the neurite area to bulb area ratio is shown. Each graph represents one experiment with one litter of mice. b, ¢ Pooled
samples are from donor 1, 2 and 3. d Colostrum of donor 4. e Colostrum of donor 5 and (f) dilution experiment with colostrum of donor 5.

(90-105 h postnatally, sodium 21-29 mmol/l) and the mature milk samples
(10ml) collected 14 days postnatally. Within 4h each sample was
centrifuged at 16.000g for 5min to isolate the aqueous phase, which
then was stored at —80 °C. After thawing for the in vitro experiments, the
colostrum samples of donor 1-3 (pCol) and the mature milk samples
(pMat) were pooled. For confirmatory experiments, single colostrum
samples (donors 4 and 5) were used.

Mice

C57BL/6 N mice were used for the animal studies. All experiments were
performed in accordance with the ethics guidelines of the German animal
protection law. Institutional review board - Landesamt fiir Natur, Umwelt
und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen.

In vitro model for neurite outgrowth assessment

For neurite outgrowth assessment, collagen | gels were prepared freshly by
adding rat tail collagen 1 (0.76 mg/mL, First Link UK Ltd., UK), ascorbic acid
(0.61 mg/mL, Sigma-Aldrich, Germany) and NaOH (31 mM, VWR) to DMEM
(Gibco, Thermo Fisher Scientific). Olfactory bulbs were explanted from one
litter of P1 C57BL/6 N mice and each bulb was placed in 400 pL collagen
gel in 24-well plates. After polymerization of the gel at 37 °C and 5% CO,,
400 L DMEM either without any supplements or with 10% (v/v) pCol or
pMat milk were carefully added. The bulbs were incubated for 7 days at
37°C and 5 % CO, and analyzed with a stereo microscope (Nikon SMZ
1500, Japan). The ratio between neurite area and bulb area was
determined using ImageJ software.

Mass spectrometry and Gene Ontology enrichment analysis

Approximately 50 ug of protein per sample were reduced, alkylated and
digested in Lys-C and trypsin. The samples (n =3 biological replicates)
were analyzed on a liquid-chromatography mass-spectrometer coupled to
a nano-flow liquid chromatograph (Thermo Scientific) following standard

Pediatric Research (2023) 94:1906-1910

protocols. Peptides were identified by searching expected protein
sequences in the UniProt Human database (71,931 entries, downloaded
from Uniprot 16.6.2017) using MaxQuant software (version 1.5.3.8, https://
www.maxquant.org/).

LFQ intensities were loaded into Perseus software (version 1.6.1.1,
https://www.maxquant.org/perseus). A two sample Student’s t-test was
performed using permutation-based FDR estimation. Proteins with a g-
value below 0.05 (26 in total) were considered significantly different
between the two groups. Data were imported in InstantClue (version
0.5.34) for visualization by principal component analysis and volcano plot.
Gene Ontology term analysis was performed according to the PANTHER
Classification System (https://geneontology.org).

Statistical analysis

Significance between multiple groups was determined by one-way ANOVA
analysis and subsequent Tukey’s multiple comparisons test. For compar-
ison of two groups, the unpaired T-Test, two-tailed, was used. P-values of
p <0.05(*) were considered as significant. Mean values and standard
deviations are shown in the graphs (GraphPad Prism, version 9.00).

RESULTS

Neurotrophic potential of human breast milk

Olfactory bulb (OB) explants were cultured for 7 days in the
presence of pooled colostrum of three donors (pCol), pooled
mature milk (pMat) or in medium without supplements (ctrl)
(Fig. 1a). Outgrowth quantified by the ratio of neurite area to bulb
area revealed a 2.1-fold increase in outgrowth in pCol-treated
bulbs compared to control (p=0.021), the outgrowth of pMat-
treated cultures was 1.3-fold (ns) (Fig. 1b). This increase in
outgrowth in the presence of colostrum was confirmed in 4
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Fig. 2 Proteome analysis of human breast milk samples. Colostrum and mature milk samples were analyzed by mass spectrometry (n =3
per biological replicate). a Principal component analysis of the proteome dataset. Each circle represents an individual breast milk sample.
b Volcano plot. Significant changes within the dataset are indicated (blue). Proteins with the highest fold change are annotated. ¢ Heatmap of
significantly regulated milk proteins. d List of up- and downregulated milk proteins sorted according to fold change.

additional litters and with colostrum of two further donors
(Fig. 1c-f). Moreover, we demonstrated that the stimulatory effect
on outgrowth was detectable in presence of lower concentrations
of colostrum (Fig. 1f). The neurostimulatory effect was also shown
in a live cell imaging experiment using the DNA-dye Hoechst
33,342. Here radial cell migration within the outgrowth area was
observed associated with increased cell proliferation (Video
suppl.). The results demonstrate that preterm human colostrum
stimulates outgrowth out of the olfactory bulb significantly,
including radial cell migration and proliferation.

Mass spectrometry analysis of human breast milk components

Principal component analysis using mass spectrometry revealed
substantial differences between the colostrum versus mature milk
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used in our experiments (Fig. 2a). In total, 516 proteins were
identified and among those, 26 differed significantly (Fig. 2b). 21
proteins were enriched in colostrum (Fig. 2d). The most highly
upregulated proteins were hevin (5-fold), klotho (5-fold) and
tenascin C (4-fold). A higher abundance of proteins involved in
neuron axon guidance (neuropilin 1), in neuromodulation
(syntenin 1), and cell adhesion (cadherin 1 and vascular cell
adhesion molecule 1).

Highly upregulated neuroactive proteins in Colostrum

According to GeneOntology term analysis, most of these proteins
are secreted extracellular space components. Five of these
colostrum proteins are involved in synapse organization (neuro-
pilin-1, cadherin-1, tenascin C, hevin and syntenin-1). Six are
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involved in extracellular matrix organization (Procollagen-lysine,2-
oxoglutarate 5-dioxygenase 3, Microfibrillar associated protein 2,
Cadherin-1, Vascular cell adhesion protein 1, Tenascin C, Lysyl
oxidase).

DISCUSSION

Our results show that human colostrum has a strong stimulatory
effect on outgrowth of neurogenic tissue using the murine
neonatal olfactory bulb explant system. A molecular signature of
neuroactive proteins was identified in colostrum compared to
mature milk by proteome analysis.

The effect of colostrum on the olfactory bulb tissue is
remarkable since the OB is a neurogenic niche receiving neural
stem cells from the subventricular zone (SVZ) via the rostral
migratory stream (RMS). Scranton et al. demonstrated the
relevance of the RMS for the intranasal route into the brain by
proving the connection between the OB and the SVZ in both
directions.® Intranasal neurotrophins induce neurogenesis in the
murine SVZ.” Clinical trials on intranasal insulin have demon-
strated efficiency and safety for intranasal delivery of growth
factors into the brain in human adults.® Sanai et al. demonstrated
the existence of the RMS in humans with strongest prominence in
infancy.®

Here, the aqueous phase of human preterm colostrum induced
the increased OB outgrowth significantly. The higher bioactivity of
colostrum compared to mature milk is well known and mostly
attributed to higher levels of immunoglobulins and growth
factors. Neuroprotective effects by bovine colostrum in a rat
model of intracerebral hemorrhage was reported by Kim et al.
including significant suppression of apoptosis.'® Our results
suggest that colostrum after preterm birth might mediate a
similar effect.

The milk proteomics revealed highly upregulated neuroactive
proteins in colostrum. Among these, for the longevity hormone
klotho increased plasma-levels are associated with improved
cognitive performance in mice and humans.'' Hevin is involved in
the regulation of Insulin-like Growth Factor transport and
uptake.” Neuropilin-1 plays versatile roles in the regulation of
neurogenesis, angiogenesis, axon guidance, cell survival and
remyelination and is important in tissue remodeling following
brain injury.'® Tenascin C is highly expressed in the extracellular
matrix during development and in the adult central nervous
system (CNS) in regions of active neurogenesis.'* Soluble Vascular
Adhesion Molecule-1 modulates the Blood Brain Barrier perme-
ability. Follistatin-like 1 is involved in CNS development and
Cadherin-1 in synapse development and plasticity. Sequential
testing of the candidate proteins in the OB model might identify
the main factor for the neuromodulatory effect, although the
composition may be responsible.

Our observation is of high clinical relevance, since the
increased bioactivity of MOM coincides with a high vulnerability
of the neurogenic niche during the first postnatal days with the
peak incidence for germinal matrix /IVH in very preterm infants. In
a clinical study, fresh MOM which also contains living cells was
applied intranasally to preterm infants after diagnosis of severe
IVH and a trend for less severe residual brain defects at discharge
was reported.”> We hypothesize that an earlier intranasal
exposure to fresh colostrum might increase beneficial effects on
the brain.

In conclusion, our results suggest a high bioactivity of human
preterm colostrum on murine neonatal neurogenic tissue
associated with a proteome profoundly differing from mature
milk. A better knowledge on the neuromodulatory effects
of human colostrum for the neurogenic niche of preterm infants
will help neonatologists to improve existing strategies and to
develop new approaches to ameliorate neonatal brain injury.
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4. Diskussion

Muttermilch stellt die natlrliche erste Ernahrung fir das neugeborene Kind dar und es besteht
Konsens, dass sie bei fehlender Kontraindikation in erster Linie als Nahrungsquelle fur das
Kind dienen sollte 8. Die nicht-nutritiven Effekte der Muttermilch konnten in
Beobachtungsstudien bereits vermutet werden, der Nachweis einer direkten Wirkung auf
neuronale Entwicklung fehlte jedoch bislang. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
in der Muttermilch enthaltenen Proteine ein Zellwachstum in murinen Riechhirnen stimulieren.
Die frhe Milch der ersten fiinf Tage, das Kolostrum, zeigte dabei einen deutlich starkeren
Effekt auf das neuronale Wachstum als die reife Milch, die ab der zweiten Woche zur
Verflgung steht. In vergleichenden massenspekirometrischen Untersuchungen der
Proteinzusammensetzung dieser beiden Milchstadien zeigten sich erhdhte Proteine im
Kolostrum, die an Prozessen der neuronalen Entwicklung beteiligt sind und fir diesen
Unterschied verantwortlich sein kdnnten:

SPARC-like protein 1 (SPARCL1, auch als Hevin bekannt) wird mit seinen vielseitigen
Expressionsorten im Korper vor allem als regulatives Protein der extrazellularen Matrix
angesehen ¥, fordert jedoch auch dendritisches Wachstum, sowie die Entwicklung von
exzitatorischen Synapsen 8. Es wurde erstmalig strukturell an unserem Institut fr
Biochemie beschrieben °'. Genau wie anderen Proteinen der extrazellularen Matrix werden
auch Tenascin-C (TNC) vielfaltige Funktionen zugeschrieben. Spielt es wéhrend der
Embryonalentwicklung eine groBe Rolle bei der Ausbildung des zentralen Nervensystems %,
kommen ihm im erwachsenen Organismus Aufgaben in dichtem Bindegewebe wie Knorpel
und Knochen, in Reparaturvorgdngen nach Gewebeschadigung und in der Vermittlung von
Immunantworten zu 9%,

Neuropilin-1 (NRP1) ist ein Transmembranprotein, das als Rezeptor fir Semaphorin Einfluss
auf die axonale Wegfindung hat %. Ebenso bindet es den Vascular endothelial Growth Factor
(VEGF) und moduliert sowohl Angiogenese als auch GefaBpermeabilitat %. Im Rahmen der
Pandemie mit dem neuartigen Coronavirus Sars-Cov-2 wurde NRP1 als Vermittler flr die
Aufnahme des Virus in die Zellen des olfaktorischen Epithels bekannt ®. Es wurden jedoch
nur sehr wenige vertikale Transmissionen beobachtet und laut klinischen Studien stellt das
Stillen des Neugeborenen auch bei Sars-Cov-2 positiver Mutter die Erndhrung der Wahl
dar 98,99_

Cadherin-1 (CDH1) ist ebenfalls ein Transmembranprotein, das als calciumabhéangiges
Zelladhasionsmolekil fungiert. Es weist Funktionen in der Organisation von Geweben
wahrend der Embryonalentwicklung auf und eine abgeschwéchte Aktivitat beginstigt die

Invasion von Tumorzellen 100.101,
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Syntenin-1 (SDCBP) ist ein GerUstprotein mit Bindungsstellen fiir viele Bestandteile des
Zytoskeletts und steht auch in einem raumlichen und funktionellen Zusammenhang mit CDH1.
Physiologischerweise sorgt es fir Zell-Zell-Verbindungen, unterstitzt aber auch die
Myelinisierung von Nerven und die Migration von Oligodendrozyten im Rahmen der
Synapsenorganisation '°2. Syntenin-1 interagiert ebenso mit Wachstumshormonen wie insulin
like growth factor und transforming growth factor beta und wird Uber diese mit der
Metastasierung von verschiedenen Karzinomen in Verbindung gebracht 193104,

Das Enzym Peptidyl-glycine alpha-amidating monooxygenase (PAM) katalysiert die Alpha-
Amidierung von Peptiden. Dies ist eine weitverbreitete Form der posttranslationalen
Modifikation, die hauptséchlich bei der Aktivierung und Stabilisierung von Neurotransmittern,
Hormonen und Wachstumsfaktoren zu finden ist %1%, Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-
dioxygenase 3 (PLOD3), ebenfalls ein Enzym, befindet sich membrangebunden am rauen
endoplasmatischen Retikulum und spielt eine wichtige Rolle in der Biosynthese von
Kollagenen. Eine fehlerhafte = Funktion von PLOD3 wird mit komplexen
Bindegewebserkrankungen in Zusammenhang gebracht, wahrend bei Uberexpression des
PLOD3-Gens eine erhdhte Metastasierungsrate beispielsweise beim Lungenkarzinom
gesehen wurde 97:1%8,

Ein weiterer in unserer Proteom-Analyse hervorstechender Kandidat ist das
Transmembranprotein Klotho. Dieses wird Uberwiegend in der Niere, aber auch im Plexus
choroideus im Gehirn exprimiert und kann ebenso als I6sliches Hormon vorliegen.
Aufmerksamkeit erregte es erstmals durch seinen Einfluss auf die Lebensspanne: Genetisch
veranderte Mause ohne dieses Protein zeigten Merkmale des Alterns wie Hautatrophie und
Atherosklerose 9, wahrend die Uberexpression zu einer deutlich verlangerten Lebenspanne
fahrte "%, Auch im Gehirn scheint l6sliches Klotho einen Einfluss zu haben. Es wird mit
verbesserter Kognition und Myelinisierung sowie einem starkeren Hirnwachstum in
Verbindung gebracht ''1-113,

Neben diesen Proteinen spielen sicher noch viele weitere Faktoren wie Zellen und Fette eine
wichtige Rolle, die in dieser Arbeit nicht berlicksichtigt wurden. Die hier vorliegende Arbeit
beansprucht also nicht, alle Faktoren hinreichend untersucht zu haben, sondern unterstreicht
den Stellenwert bioaktiver Substanzen in der Muttermilch, und die Bedeutung dieser
Nahrstoffquelle fir die Entwicklung des Nervensystems im Friihgeborenen.

4.1. Einordnung der Ergebnisse in die aktuelle Forschungslage

Die Gesamtwirkung der Muttermilch auf das Leben eines Kindes ist schwer greifbar.
Randomisierte Studien kénnen schon aus ethischen Griinden kaum durchgefihrt werden und
Confounder wie der physische Kontakt zur Mutter beim Stillen oder sozioékonomische
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Unterschiede erschweren die Beurteilung. Durch Tierversuche und Grundlagenforschung
kénnen die Effekte einzelner Milchbestandteile jedoch naher beleuchtet werden.

Kolostrum und reife Milch unterscheiden sich optisch und durch den Proteingehalt, und auch
in der Literatur finden sich bereits Hinweise auf die unterschiedliche Zusammensetzung der
Milch in diesen Stadien. Zu erwdhnen sind beispielsweise eine erhéhte Konzentration an
Wachstumsfaktoren, Spurenelementen, sowie fur die Entwicklung einer diversen Darmflora
wichtigen Mikroorganismen 14,

Das primare Riechhirn, bestehend aus den Bulbi olfactorii, ist eine der wenigen
Gehirnregionen, in denen auch lange nach der Geburt noch Neurogenese stattfindet ''°. Die
Aufnahme von Substanzen in das Gehirn Uber die Fila olfactoria und den anschlieBenden
Bulbus olfactorius ist beispielsweise bei der Infektion mit Viren bereits bekannt, wird aber auch
als Ansatz fir die Verabreichung von intrazerebral wirksamen Stoffen diskutiert. So kénnte
eine intranasal gegebene Dosis eines Medikaments besser in das Gehirn gelangen als tUber
eine intravendse oder orale Applikation ''¢'17_ Einen ahnlichen Effekt erwarteten auch Keller
et al. bei der intranasalen Gabe von Muttermilch bei Frihgeborenen mit intraventrikularer
Hamorrhagie *°. Die genauen Mechanismen sind allerdings noch nicht vollstéandig aufgeklart.
Infrage kommen unter anderem ein aktiver, intrazellularer, axonaler Transport, da die Neurone
des Bulbus olfactorius in zentrale Bereiche des GroBhirns wie Amygdala und Hippocampus
projizieren, ein aktiver paraaxonaler Pumpmechanismus unter Beteiligung der lokalen
BlutgefaBe ''® und eine passive Diffusion in die Liquorrdume Uber die Lamina cribrosa des
Riechepithels 119120,

Im Rahmen von Proteom-Studien wurden in der Literatur bereits massenspektrometrische
Untersuchungen an Muttermilch durchgeflihrt und eine Vielzahl von enthaltenen Proteinen
beschrieben %°. Auch vergleichende Proteom-Analysen mit Blick auf Wachstumsfaktoren
wurden bereits publiziert 412!, Direkte massenspektrometrische Vergleiche von Kolostrum
und reifer Milch derselben Frauen mit Analyse der angereicherten Proteine wurden allerdings
bisher noch nicht durchgefihrt.

4.2. Bedeutung der Muttermilchgabe auf der neonatologischen

Intensivstation

Es ist inzwischen klinischer Standard, auch friihgeborene und untergewichtige Kinder direkt
nach der Geburt mit der Milch der eigenen Mutter zu erndhren, solange keine medizinischen
Stillhindernisse vorliegen. Doch gerade bei frihgeborenen und damit noch unterentwickelten
Kindern bedarf es zur raschen Gewichtszunahme vor allem einer energiereichen Kost 22, Um
den erhdhten Energiebedarf der Frihgeborenen zu decken, kann die Muttermilch mit
Nahrstoffen angereichert werden. So stehen den Kindern sowohl die biologisch aktiven
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Substanzen in der Muttermilch als auch ein groBes Angebot an Nahrstoffen zur Verfigung.
Falls keine Milch der eigenen Mutter zur Verfigung steht, wird an der Uniklinik Kéln nach
Mdoglichkeit zunachst auf Spendermilch zurtckgegriffen. Diese wird von den stationar
aufgenommenen Miuttern bereitgestellt, die eine mehr als ausreichende Milchproduktion
haben und wird vor Benutzung pasteurisiert. Durch diesen Prozess werden zwar potenzielle
Pathogene abgetétet und eine Infektion des Neugeborenen beispielsweise mit dem
Cytomegalievirus verhindert, allerdings geht auch ein Teil der bioaktiven Substanzen verloren.
Erst wenn diese beiden Mdéglichkeiten, Milch der eigenen Mutter und Spendermilch, nicht
genutzt werden kdnnen, kommt industriell gefertigte Frihchenmilch auf Basis von Kuhmilch
zum Einsatz.

Besonders die Milch der eigenen Mutter zeigt eindeutige protektive Wirkungen auf die
Entwicklung von klassischen Komplikationen der Frihgeburtlichkeit. Hierzu z&hlen unter
anderem die ,Late Onset Sepsis®, die Nekrotisierende Enterokolitis sowie die Frihgeborenen-
Retinopathie. Jene Kinder, die noch auf atmungsunterstiitzende MaBnahmen angewiesen
sind, werden per Magensonde und mit Bolusgaben der Muttermilch erndhrt. Anders als beim
physiologischen Stillvorgang kommt die Milch hierbei nicht in Kontakt mit der Mundschleimhaut
und dem Nasopharynx des Neugeborenen. Fir die Mundschleimhaut wére die Benetzung mit
Muttermilch jedoch schon aus immunologischer Sicht sehr sinnvoll, da sie Immunglobuline
enthalt, die die Schleimhaut vor Pathogenen schiitzen 23124, Weiterhin zeigte ein Review, dass
die orale Administration von Kolostrum bei Friihgeborenen zu einer verminderten Inzidenz von
beatmungsassoziierter Pneumonie fiihrt 5. Auch, dass intranasal applizierte Stoffe in das
Gehirn aufgenommen werden kénnen, um dort eine neuroprotektive Wirkung zu entfalten,
wurde bereits durch Studien belegt. Unsere Darstellung der Wirkung von Muttermilchproteinen
auf neuronales Wachstum zeigt einen weiteren potenziellen Nutzen der oralen bzw.

intranasalen Gabe von Muttermilch.

4.3. Limitationen und Ausblick

Bei den untersuchten Riechhirnen handelt es sich um Material von Mausen. Es ist mdglich,
dass die hier untersuchte menschliche Muttermilch sich auf menschliches neuronales Gewebe
anders auswirkt. Auch ist das hier gezeigte Neuritenwachstum eine morphologische
Beobachtung, inwieweit sich daraus funktionelle Verédnderungen ergeben, bleibt offen. In der
Massenspekirometrie wurden signifikant angereicherte Proteine im Kolostrum gefunden, die
mit neuronalem Wachstum in Verbindung gebracht werden kénnen. Aufgrund zahlreicher
hochabundanter Proteine blieben einige Wachstumsfaktoren, die in der Literatur beschrieben
wurden (u.a. brain derived neurotrophic factor, BDNF), von der erreichten Detektionstiefe
ausgeschlossen. Die praanalytische Depletion dieser abundanten Proteine, sowie fraktionierte

Proteomicsverfahren hatten die Sensibilitat fir niedrigkonzentriertere Proteine zwar erhdht,
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eine vollstandige Detektion vorhandener Wachstumsfaktoren bliebe jedoch weiterhin fraglich.
Wir konnten zeigen, dass Kolostrum einen starken Effekt auf Neuritenwachstum in unserem
Modell hat und dass es Proteine enthalt, die daflr potenziell verantwortlich sein kénnen. Ob
diese Proteine tatséchlich das beobachtete Wachstum hervorrufen, kénnte in weiteren
Versuchen untersucht werden. Einzelne, vielversprechende Proteine wie Klotho oder SPARC-
like protein 1 kdbnnten mittels rekombinanter Synthese isoliert hergestellt und in dem von uns
etablierten Bulbusmodell auf ihre neuronenwachstumsférdernden Eigenschaften untersucht
werden. Wahrscheinlicher noch ist jedoch wie meistens in biologischen Systemen das
Zusammenwirken mehrerer Faktoren bzw. Proteine. So wéare die Depletion von
hochabundanten Proteinen aus der Muttermilch, wie den Kaseinen, sowohl fir die
Untersuchung des Effekis der niedrigabundanten Wachstumsfaktoren also auch fir die
erwahnte verbesserte Detektionstiefe in der Massenspektrometrie von Vorteil.
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