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ORIGINALARBEIT

C. Kunz
S. Rudloff

Structural and functional aspects
of oligosaccharides in human milk

Zusammenfassung Um die Jahr-
hundertwende beobachiete man,

daB bei gestillten Kindern die
Keimbesiedlung des Darmtraktes
vorwiegend aus Bifidusbakterien be-
steht. Bei sog. Flaschenkindern da-
gegen fand man eine wesentlich un-
glinstigere Zusammensetzung der
Darmflora mit vorwiegend pathoge-
nen Keimen. Mitte der 50er Jahren
wurde nachgewiesen, dal dieses
Wachstum auf Oligosaccharide in
Frauenmilch, die Aminozucker ent-
halten, zuriickzufiihren ist. Mittler-
weile sind mehr als 130 Oligosac-
charide in Frauenmilch
charakterisiert worden, die teilwei-
se fucosyliert und/oder sialyliert
sind. Die Konzentrationen einzelner
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Strukturelle und funktionelle Aspekte
von Oligosacchariden in Frauenmilch

Komponenten wie der Lacto-N-Te-
traose und der beiden Lacto-N-Fu-
copentaosen I und II schwanken
zwischen 0,5 und 2 g/L. Da der Ge-
samtgehalt zwischen 3-6 g/L liegt,
muf man sie zu den Hauptmilchin-
haltsstoffen zihien. Unterschiede so-
wohl im Gehalt als auch im Mu-
ster zwischen Milch von Frauen

mit Frith- und solchen mit Reifge-
burten wurden bisher nicht festge-
stellt. Es gibt immer mehr Hinwei-
se darauf, daB Oligosaccharide in
Frauenmilch potentielle Inhibitoren
der Anhaftung von Bakterien und
Viren an Epithelzellen sind, wo-
durch der erste Schritt eines Infek-
tionsvorgangs beeinflut werden
konnte. Daher werden solche Oligo-
saccharide als 16sliche Rezeptorana-
loga zu Kohlenhydratstrukturen auf
Epithelzellen angesehen, die mogli-
cherweise zu einer besseren Infekt-
abwehr von Neugeborenen filhren,
die mit Frauenmilch erndhrt werden.

Summary About a cenfury ago,
pediatricians observed that in feces
of breast-fed infants, compared to
those of bottle-fed infants,
Bifidobacterium bifidum was the
predominant microorganism. It was
shown thereafter that aminosugar-
containing oligosaccharides are

Allgemeines

Nationale und internationale Gremien stimmen iiberein,
daB Frauvenmilch (FM) im allgemeinen die beste Art der

growth factors for a specific strain
of Bifidobacterium. Meanwhile,
more than 130 lactose-derived
oligosaccharides have been
identified in human milk. Some of
these oligosaccharides like
Lacto-N-Tetraose and
Lacto-N-Fucopentaose I and II do
not occur in minute amounts but in
concentrations up to 1-2 g/L. As
the total amount of complex
oligosaccharides is between

3-6 g/L those components have to
be considered as major human
milk constituents. There is striking
evidence that human milk
oligosaccharides are potent
inhibitors of bacterial adhesion to
epithelial surfaces, an initial stage
of infective processes. Therefore,
these oligosaccharides are
considered to be soluble receptor
analogues of epithelial cell
surfaces participating in the
non-immunological defense system
of human milk-fed infants.

Schliisselworter Oligosaccharide —
Frauenmilch — Kuhmilch ~
Sauglingsformulae

Key words Lactose-derived
oligosaccharides ~ human milk —
bovine milk — infant formula

Ernshrung fiir den Sdugling in den ersten 4-6 Lebensmo-
naten ist (1-5). Fiir Reifgeborene, die nicht gestillt wer-

den, stchen verschiedene Siuglingsmilchnahrungen zur
Verfiigung, bei deren Herstellung man sich an der Zu-



C. Kunz und S. Rudloff 23
Oligosaccharide in Frauvenmilch

sammensetzung der FM orientiert. Daher ist es erforder-
lich, strukturelle und funktionelle Eigenschaften bestimm-
ter Inhaltsstoffe der Milch von Frauen mit Reifgeburten
zu untersuchen. AuBerdem stellen sich heute aufgrund der
medizinischen Fortschritte in der Intensivmedizin und der
somit hoheren Uberlebensrate von Frithgeborenen die
Fragen, wie die Milch der Frauen von Frithgeborenen
zusammengesetzt ist und inwieweit man sich bei der
Herstellung von Sauglingsformulae (SF) fiir Frithgebore-
ne ebenfalls an FM orientieren sollte. Die bisher vorlie-
genden Daten verschiedener Arbeitsgruppen konzentrie-
ren sich auf Studien zu Proteinen, Fett, Mineralstoffen
und Spurenelementen. Aufgrund nenerer Untersuchungen
zur Kohlenhydratzusammensetzung von FM wird vermut-
lich in Kiirze auch die Problematik der Anreicherung von
SF mit anderen Kohlenhydraten, auler der Lactose, dis-
kutiert werden.

Hintergrund dieser Uberlegungen sind u.a. Beobach-
tungen, daB bei gestillten Sauglingen Infektionen des re-
spiratorischen und des gastrointestinalen Traktes im
Vergleich zu Kindern, die eine Siduglingsmilchnahrung
erhalten, seltener bzw. weniger stark ausgeprigt auftreten
(6-8). Dies trifft vor allem auf die Situation in Entwick-
lungslindern zu. Neuerdings werden die positiven Ein-
fliissse der FM auch in Zusammenhang mit kiirzeren In-
fektionsverldufen im Bereich des Urogenitaltraktes
diskutiert (9-10). Verantwortlich hierfiir diirften neben
immunologisch aktiven Substanzen auch nicht immuno-
logische Abwehrfaktoren in FM sein, wobei vor allem
letztere bisher nur teilweise identifiziert sind. Dazu ge-
héren Oligosaccharide, Glykolipide und Glykoproteine,
die als potentielle Rezeptoranaloga in der Lage sind, die
Anhaftung von pathogenen Keimen sowie die Wirkung
bakterieller Toxine zu verhindern (11).

Im folgenden werden wir nach einem kurzen histori-
schen Uberblick auf den Aufbau von Oligosacchariden,
auf deren Zusammensetzung und Menge in Milch von
Frauen mit Frith- oder Reifgeburten und auf funktionelle
Aspekte eingehen.

Historische Ubersicht

Im Gegensatz zur Milch aller bisher untersuchten Sduge-
tiere enthiit FM eine relativ hohen Anteil an sogenannten
komplexen Oligosacchariden, die sich durch eine sehr
groBe strukturelle Vielfalt auszeichnen (12-14).

Die ersten Arbeiten hierzu wurden bereits 1888 von
Esbach und von Deniges durchgefiihrt, die bei einem
Vergleich von Lactoseserum aus Kuhmilch (Kh) und aus
FM beobachteten, daBB das optische Verhalten beider Se-
ren unterschiedlich war (zitiert nach 12). Dies fiihrte zu
dem SchluB, daB im Lactoseserum von FM weitere Be-
standteile enthalten sein miissen, welche die geringe
Rechtsdrehung verursachen. Erst etwa 50 Jahre spiter
isolierten Polonovski und Lespagnol eine neue, stickstoff-
enthaltende Fraktion, die sie ,,Gynolactose” nannten (15)

und die sich aus mehr als 10 Oligosacchariden zusam-
mensetzte (16).

Diese Ergebnisse waren insofern interessant, da man
zu der damaligen Zeit versuchte, den sogenannten Bifi-
dusfaktor in FM zu identifizieren (Tab. 1).

Aus Untersuchungen von Tissier und von Moro um
die Jahrhundertwende war bekannt, daB bei gestillten
Kindern die Keimbesiedlung des Darmtraktes vorwiegend
aus Bifidusbakterien besteht (17, 18). Bei sog. Flaschen-
kindern dagegen fanden sie eine wesentlich ungiinstigere
Zusammensetzung der Darmflora mit vorwiegend poten-
tiell pathogenen Keimen. Moros Folgerung einige Jahre
spiter war, daB FM einen Wachstumsfaktor fiir Bifido-
bakterien enthilt, der sich nach Schonfeld in der Nicht-
Protein-Stickstoff-Fraktion von Frauenmilch befindet
(19). Gyorgy und Mitarbeiter haben dann in den S50er
Jahren zahlreiche Experimente mit einer Bifidusmutante
durchgefiihrt, um diese Wachstumsfaktoren néher zu de-
finieren (20, 21).

Tabelle 1 Siuglingsernidhrung und Bifidusflora

Tissier (1900) und Moro (1900):
Bifidobakterien iiberwiegen im Stuhl von gestillten Séuglingen

Moros Folgerung (1905):
Frauenmilch enthilt einen ,,Wachstumsfaktor* fiir Bifidobakterien

Schonfeld (1926):
,, Wachstumsfaktor” befindet sich in der Nicht-Protein-N-Fraktion

Gyorgy und Mitarbeiter (1954):
Experimente mit einer Bifidus-Mutante
(Bifidobakterium bifidum subspecies Pennsylvanicum)

Neben der moglichen Bedeutung dieser Oligosaccha-
ride fiir die Entwicklung einer Bifidobakterium bifidum-
Flora (22) fanden diese Oligosaccharide besonderes In-
teresse bei Hamagglutinationsstudien, die schlieflich zur
Charakterisierung verschiedener Blutgruppendeterminan-
ten (H, Le? und Leb) fithrten (23, 24). Die Griinde fiir
das Vorliegen von Blutgruppendeterminanten in FM-Oli-
gosacchariden waren lange nicht bekannt, bis man
schlieBlich feststellte, daB dieselben Glykosyltransfera-
sen, welche die antigenen Determinanten der Blutgruppen
synthetisieren, auch fiir die Bildung der Oligosaccharide
in FM verantwortlich sind (25).

Grundstrukturen von FM-Oligosacchariden

Die Grundstrukturen sind aus wenigen Monosacchariden
aufgebaut, und zwar aus Glucose, Galactose, den beiden
Aminozuckern N-Acetylglucosamin und N-Acetylgalacto-
samin, Fucose und N-Acetylneuraminséiure (Tab. 2).
Baustein der Grundstrukturen ist die Lactose, aus der
durch enzymatisch bedingte Verkniipfung von Fucose
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Tabelle 2 Monosaccharidbausteine von Oligosacchariden in
Frauenmilch

Trivisiname Abkiirzung Struktur
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und/oder N-Acetylneuraminsédure kleinere Oligosacchari-
de wie 2’-Fucosyl-Lactose oder 3-Fucosyl-Lactose oder
die beiden Sialyl-Lactosen entstehen. Ausgangspunkt der
komplexen Oligosaccharide ist die Lacto-N-Tetraose, von
der ausgehend durch wiederholte Verkniipfungen von

Lactosamin (GalP1-3/4GIcNAc) Grundstrukturen ver-
schiedener Kettenlinge wie Hexaosen, Octaosen bis
schlieBlich Dodecaosen gebildet werden (Tab. 3).

Diese Grundstrukturen, die an sich schon sehr kom-
plex sein konnen, nehmen durch zusidtzliche Fucosylie-
rungen und Sialylierungen an ganz bestimmten Stellen
innerhalb dieser Ketten stark zu (13, 26, 27). Dies ist ein
Grund, weshalb bisher mehr als 130 neutrale und saure
Oligosaccharide in FM nachgewiesen wurden. Diese Zahl
wird sich in den nichsten Jahren durch immer sensitivere
Nachweismethoden weiter erhthen. Die Frage stelit sich
daher, welche spezifischen Funktionen diese Oligosaccha-
ride fiir den mit FM ernédhrten S#ugling haben. In diesem
Zusammenhang ist natiirlich auch die individuelle Zusam-
mensetzung und die Konzentration von Oligosacchariden
in FM von Interesse.

Qualitative und quantitative Aspekte

Charakterisierung

Bei unseren Untersuchungen zur Charakterisierung und
Quantifizierung von Oligosacchariden in biologischen
Fliissigkeiten verwenden wir ein spezielles Nachweisver-
fahren zur Trennung und Detektion von Kohienhydraten
(High pH Anion Exchange Chromatographie with Pulsed
Amperometric Detection, HPAE-PAD) in Verbindung mit
Kieselgel-Diinnschichtchromatographie  (Silica-HPTLC)
und Massenspektrometrie (FAB-MS) (28, 29). Die Sili-
ca-HPTLC ermdglicht einen ersten Uberblick iiber die
Zusammensetzung der Kohlenhydratfraktionen. Abbil-
dung 1 zeigt beispielhaft, dal nach Gelfiltration einer
Probe sowohl sialinsiurehaltige als auch neutrale Zucker
vorliegen. Zum Beispiel enthdlt Fraktion 8 aus Abbil-
dung 1 (Spalte 2) eine Vielzahl an sauren Komponenten,
wie die nachfolgende HPAE-PAD-Analyse verdeutlicht
(Abb. 2). Daher ist eine Trennung von sauren und neu-
tralen Kohlenhydraten mittels eines Ionenaustauschers er-
forderlich.

Abb. 1 Kieselgel-HPTLC von Oligosacchariden nach Sephadex G 25-Gelfiltration. Anfirbung mit Orcin (50).

Laufmittel: Butanol/Essigsiure/H,0 (2,5/1/1; viviv)

Spalte  1: Sephadex-  Fraktion 7

2: Fraktion 8

3: Fraktion 9

4: Fraktion 10 EY X ~Lactose

5: Fraktion 11 - — FuclLac

6: Fraktion 12

7 Fraktion 13 LNT

8 Fraktion 14 - - - -

9 Lactose-Standard ¥ : - ® ® — Fuc-LNT+NeuAcLac

= = Fuc,-LNT

(FucLac: Fucosyl-Lactose; LNT: ) . K L K
Lacto-N-Tetraose; Fuc-LNT: TR R i e SR . e+ Sy e omplexe Komponenten

Fucosyl-Lacto-N-Tetraose;

NeuAc-Lac: N-Acetylneuraminyl-

Lactose; Fuc,-LNT: Difucosyl- 1
Lacto-N-Tetraose)

23S 6 788
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Tabelle 3 Grundstrukturen von Oligosacchariden in Frauenmilch

Lactose

Lacto-N-Tetraose (type 1)
Lacto-N-neo-Tetraose (type 2)
Lacto-N-Hexaose

Lacto-N-neo-Hexaose

para-Lacto-N-Hexaose
para-Lacto-N-neo-Hexaose
Lacto-N-Octaose

Lacto-N-neo-Octaose

Galp1-4Glc
GalB1-3GlcNAcB1-3Galf1-4Glc
GalB1-4GlcNAcB1-3GalB1-4Glc
GalB1-4GlcNAcB1 \

6

GalB1-4Glc
3
|
GalB1-3GIcNAcp1
GalB1-4GlcNAcB1

6
Galp1-4Glc
3

\

Galp1-4GIcNAcB1
GalP1-3GIcNAcB1-3GalB1-4GIcNAcB1-3GalB1-4Glc
GalB1-4GIcNAcB1-3GalB1-4GIcNAcB1-3GalB1-4Glc
GalB1-4GIcNAcB1-3GalB1-4GIcNAcB1 .

6
Galp1-4Glc
3

GalP1-3GIcNAcB1
Galp1-3GlcNAcB1-3GalB1-4GlcNAcB1

/ N\

6
GalB1-4Glc
3

\

Galp1-3GlcNAcB1

Eine Kombination der genannten Methoden erméglich-
te den Nachweis der in Tabelle 4 gezeigten Komponenten
in Milch von Frauen mit Friih- oder Reifgeburten. 2’- und
3-Fucosyl-Lactose, Difucosyl-Lactose, Lacto-N-Tetraose
und Lacto-N-neo-Tetraose, Lacto-N-Fucopentaose I, II,
III und V, unterschiedlich fucosylierte Hexaosen und Oc-
taosen sowie die sialylierten Derivate von Lactose

PAD Response

1 %

Retention (min)

(02-3 und 2-6), Sialyl-Lacto-N-Tetraosen (I.ST a, b und
¢), Sialyl-Fucosyl-Lacto-N-Tetraosen und Disialyl-Lacto-
N-Tetraosen sind regelmiBig vorkommende Oligosaccha-
ride in FM. Unterschiede zwischen Milch von Frauen mit
unterschiedlicher Gestationsdauer haben wir bisher nicht
beobachtet.

Abb. 2 HPAE-PAD von Fraktion 8 aus Abb. 1 (Spalte 2)

Retention von 3-Fuc-Lactose
Retention von Lactose
Retention von Lacto-N-Tetraose
isomere Struktor zu 57
NeuvAc-Fuc-Lacto-N-Tetraose
NeuAc-Fuc-Lactose

isomere Struktur 5
NeuAc-Lacto-N-Tetraose (LST ¢)

9: NeuAco2-6Lactose
10: NeuAco2-3Lactose
11: NeuAc-Lacto-N-Tetraose (LST a)
: fucosylierte und gleichzeitig mehrfach

sialylierte Strukturen

14: NeuAc2-Lacto-N-Tetraose
15: mehrfach sialylierte Hexaosen und komplexere
Oligosaccharide

Peak

A A ol

(Erklarungen der Abkiirzungen: sieche Abbildung 1 und Tabelle 4)
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Tabelle 4 Oligosaccharide in Milch von Frauen mit Frith- oder mit Reifgeburten

allgemeine Bezeichnung Abklirzung
Lactose Lac
2’-Fucosyl-Lactose 2'-Fuc-Lac
3-Fucosyl-Lactose 3-Fuc-Lac
3’-Sialyl-3-Fucosyl-Lactose 3’-NeuAc-3-Fuc-Lac
Difucosyl-Lactose Fuczlac
Lacto-N-Tetraose (type 1) LNT
Lacto-N-neo-Tetraose (type 2) neo LNT
Lacto-N-Fucopentaose I LNFP IV
Lacto-N-Fucopentaose 11 LNFP IV
Lacto-N-Fucopentaose 111 LNFP IV
Lacto-N-Fucopentaose V LNFP VB
Lacto-N-Difuco-Hexaose I LNDFHI

(= Difucosyl-Lacto-N-Tetraose)

Lacto-N-Difuco-Hexaose 11 LNDFH I
(= Difucosyl-Lacto-N-Tetraose)

Sialyl 02-3 Lactose NeuAc 02-3 Lac
Sialyl a2-6 Lactose NeuAc o2-6 Lac
Sialyl-Lacto-N-Tetraose a LSTa
Sialyl-Lacto-N-Tetraose b LSTb
Sialyl-Lacto-N-Tetraose ¢ LSTe¢
Sialyl-Fucosyl-Lacto-N-Tetraose 1 NeuAc-Fuc-LNT I
Sialyl-Fucosyl-Lacto-N-Tetraose Il NeuAc-Fuc-LNT II
Disialyl-Lacto-N-Tetraose NeuAcLNT

Struktur
GalB1-4Glc
Puca1-2Gal1-4Gic
Galp1-4Gle

3

|
1

Fucot
NeuAco2-3Galp1-4Glc
3

|
1

Fueo
Fucol-2Galp1-4Gle
3

!
1

Fuca

GalB1-3GIcNAcB1-3GalB1-4Gle
GalB1-4GlcNAcB1-3GalB1-4Glc
Fuco1-2GalB1-3GleNacB1-3GalB1-4Glc

GalB1-3GIcNAcB1-3GalB1-4Gle
4

I
1
Fuco,
GalB1-4GleNAcB1-3 GalBl-4Gle
3

E
1

Fucot
GalB1-3GlcNAcB1-3 GalB1-4Glc
3

l
1

Fuca
Puco1-2GalB1-3GIcNAcB1-3GalB1-4Gle
4

l
1

Fuca
GalB1-3GIcNAcB1-3GalB1-4Gle
4 3

! I
1 1

Fucol Fuco,
NeuAco2-3GalBi-4Glc
NeuAcu2-6Gaif1-4Gle

NeuAco2-3Galp1-3GlcNAcB1-3Galp1-4Gle
GalB1-3GIcNAcB1-3Galf1-4Gle
6

|
2

NeuAco
NeuAco2-6Gafi1-4GlcNAcB1-3Galf1-4Gle
-2)
-2)
NeuAco2-3Galp1-3GlcNAcBi-3GalB1-4Glc
6

!
2

NeuAc

U = Fucosyl-Lacto-N-Tetraose)
2 noch nicht bestimmt
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Quantifizierung

Die Quantifizierung von LNT, den beiden LNFP I und
II, den sialylierten Derivaten der LNT, LST a und LST c,
sowie von Disialyl-LNT ergab die in Tabelle 2 zusam-
mengefafiten Daten (28).

Tabelle S Oligosaccharide in Frauenmilch (FM) und in Kuhmilch

also etwa 5-10 % des Lactosegehalts. Eine beachtliche
Menge an Oligosacchariden, wenn man bedenkt, daB die-
se bisher als vernachldssigbar angesehen wurden.

Ein Vergleich von FM, KM und SF zeigt, daB nur in
FM eine Vielzahl verschiedener Oligosaccharide in rela-
tiv hohen Konzentrationen vorliegt (Tabelle 6). In SF ist,
wie in KM, vorwiegend Sialyl-Lactose nachzuweisen.

(KM) Tabelle 6 Komplexe Oligosaccharide in Franenmilch, Kuhmilch
und S#uglingsformulae
FMD KM2
g pro Liter in Frauenmilch
~ hoher Gehalt
Lactose 55-70 40-50 ~ zahlreiche nicht-modifizierte sowie
Oligosaccharide deren fucosylierten und/oder sialylierten
Lacto-N-Tetraose 0.5-1.5 Spuren Derivate (> 100)
Lacto-N-Fucopentaose 1 1.0-1.5 -
Lacto-N-Fucopentaose 1T 0.5-1.0 - in Kuhmilch
NeuAc{a2-6)Lactose 0.3-0.5 — niedriger Gehalt
0.03-0.06  _ vorwiegend Sialyl-Lactose
NeuAc(02-3)Lactose 0.1-0.3 (NenAc 02-3 Lac und NeuAc 02-6 Lac)
NeuAc-Lacto-N-Tetraose a 0.03-0.2 Spuren
NeuAc-Lacto-N-Tetraose ¢ 0.1-0.6 Spuren in Sauglingsformulae auf Kuhmilchbasis
NeuAc,-Lacto-N-Tetraose 0.2-0.6 Spuren — wie in Kuhmilch
Oligosaccharide gesamt 3.0-6.0 Spuren

) eigene Untersuchungen (28)
2 nach Kobata A, Method: Enzymol 28:262 (1972); Parkkinen
und Finne, Methods Enzymol 138:289 (1987)

Die Konzentrationen der neutralen Zucker schwanken
zwischen 24 g/L. (LNT, 1,0-1,5 g/L; LNFP I und LNFP
i, 1,0-1,5 g/L bzw. 0,5-1,0 g/L).

Auffallend bei den bisher von uns analysierten Proben
ist, daB neben der LNT, die allgemein als eines der
quantitativ und auch qualitativ wichtigen Oligosaccharide
angesehen wird, der Gehalt an LNFP I und LNFP II
relativ hoch ist. Diese beiden Fucopentaosen machen zu-
sammen mit der LNT etwa 50 bis 70 % des Gesamtge-
halts an Oligosacchariden aus. Weitere fucosylierte Kom-
ponenten wurden dabei aufgrund ihrer Komplexitit bei
unseren Quantifizierungen nicht beriicksichtigt.

Der Rest verteilt sich auf komplexe neutrale Oligosac-
charide sowie auf NeuAco2-3Lactose und NeuAco2-6
Lactose, NeuAc-LNT (LST a und LST c¢) und NeuAcs-
LNT. Die Konzentrationen der sauren Komponenten lie-
gen etwa zwischen 0,1 und 0,60 g/L.

Tabelle 5 zeigt auch einen Vergleich zwischen reifer
FM und KM, die hidufig als Ausgangsprodukt fiir die
Herstellung von SF dient. Die Konzentration von Lactose

-ist in FM hoher als in KM. Im Gegensatz zu FM fehlen
in KM die neutralen Oligosaccharide LNT, LNFP I und
II fast vollstindig, wihrend die sialylierten Derivate,
wenn auch in geringerer Konzentration als in FM, nach-
gewiesen werden kOnnen.

Der Gesamt-Oligosaccharidgehalt in FM liegt nach
unseren Untersuchungen zwischen 3-6 g/L. Er betragt

Beriicksichtigt man das Bestreben von nationalen und
internationalen Gremien, SF moglichst der FM anzupas-
sen, wie dies beim Protein- und Fettgehalt oder bei Vit-
aminen und Mineralstoffen versucht wird, dann stellt man
fast zwangsldufig die Frage: Wie sieht es mit einem
Zusatz von Oligosacchariden aus? Die Frage der Supple-
mentierung 1Bt sich zum heutigen Zeitpunkt nicht ein-
deutig beantworten. Die auf dem europidischen Markt
erhiltlichen SF sind offensichtlich recht gut, da sich die
meisten Reifgeborenen, auch wenn sie keine FM und
damit auch kaum Oligosaccharide erhalten, gut entwik-
keln, beurteilt nach den zur Zeit geltenden Kriterien. Es
ist jedoch auch bekannt, daB gut entwickelte Kinder in
aller Regel nicht so anfillig sind gegen zusitzliche Be-
lastungen wie Kinder, die zu sog. Risikogruppen gehdren.
Hierzu zihlen beispielsweise Frilhgeborene oder Neuge-
borene mit zu niedrigem Geburtsgewicht.

Es ist zu kldren, welche der vielen Komponenten in
FM zugesetzt werden sollte und in welcher Konzentra-
tion. Daher sind dringend Studien erforderlich, die zur
Kldrung der erwihnten Problematik beitragen kinnen.

Funktionelle Aspekte
Glykoproteine und Oligosaccharide

Nach Beachey (1981) spielt die Adhdsion von Bakterien
an bestimmte Wirtszellen eine zentrale Rolle beim Infek-
tionsvorgang (30). Die Anhaftung an Epithelzellen der
Darmmukosa ermdglicht den Mikroorganismen, die
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Darmwand zu besiedeln und nicht durch die Peristaltik
zusammen mit dem Mucus ausgeschieden zu werden (31,
32).

Escherichia coli gehort zu den Mikroorganismen, die
sich beziiglich ihrer Pathogenitiit sehr verschieden verhal-
ten, d.h. es existieren pathogene und nicht pathogene
Stimme. Pathogene Formen konnen durch Gewebsinva-
sion strukturelle Schiden an Intestinalzellen hervorrufen.
Die Pathogenitit von nichtinvasiven E. coli Stimmen
dagegen wird jedoch maBgeblich von seiner Fihigkeit
bestimmt, hitzelabile und/oder hitzestabile Enterotoxine
zu bilden (33).

Die Bindung von Bakterien an Epithelzellen erfordert
auBer sogenannten Adhisien auf der Bakterienzelle auch
das Vorhandensein komplementdrer Liganden auf der
Epithelzellmembran. Von Oligosacchariden aus FM konn-
te gezeigt werden, daB sie dhnliche Strukturen besitzen
wie Liganden auf Epithelzellen, an die verschiedene Bak-
terien, bakterielle Toxine oder Viren binden (30, 32, 33).

In vivo-Versuche von Otnaess und Svennerholm
(1982) mit Diinndarmschlingen von Kaninchen zeigten,
da8 Milchkomponenten in der Lage sind, die Fliissigkeits-
sekretion in das Darmlumen zu verhindern, die durch das
hitzelabile Toxin von E. coli ausgeldst wird (34). Die
Autoren fithren die toxinhemmende Aktivitit der FM
nicht in erster Linie auf die Immunglobuline zuriick, da
die groBte inhibitorische Wirkung von der Fraktion mit
einem Molekulargewicht > 400 kD ausging, die frei von
Immunglobulinen war. Inwieweit die hemmende Wirkung
z.B. auf Mucine zuriickgeht, die bekanntlich ein sehr
hohes Molekulargewicht haben, ist nicht untersucht wor-
den. Schroten konnte vor kurzem zeigen, dal Mucine aus

Milchfettkiigelchen in der Lage waren, die Anhaftung von
clonierten S-Fimbrien von E. coli an buccale Epithelzel-
len zu verhindern (35).

Wie im Gastrointestinaltrakt sind auch bei der bakte-
riellen Besiedlung des Respirationstraktes Adhisionsvor-
ginge von Bedeutung. In vitro-Tests zeigten, dall FM die
Anhaftung von Streptococcus pneumoniae und Haemo-
philus influenzae an menschliche Epithelzellen des Pha-
rynx und der Mundhthle hemmt (36). Bei Milchzugabe
wurde die Adhésion von S. pneumoniae auf weniger als
5 % und die von H. influenzae auf ca. 20 % im Vergleich
zur Adhision in einer Kontrollosung (Puffer) reduziert
(37). Der antiadhiisive Effekt von FM gegen Streptococ-
cus pneumoniae konnte sowohl in der Milchfraktion mit
hohem Molekulargewicht als auch in der mit niedrigem
Molekulargewicht (LMW-Fraktion) nachgewiesen wer-
den. Im Gegensatz dazu wurde die Anhaftung von H.
influenzae durch die LMW-Fraktion nicht blockiert. Die
inhibitorische Aktivitit in der LMW-Fraktion wurde zum
Teil durch den Gehalt an Oligosacchariden erkléart. Diese
entsprechen dem Kohlenhydratanteil der Neolactoserien
von Glykolipiden, welche als Rezeptoren fiir anhaftende
Pneumokokken angenommen wurden (37). Von verschie-
denen getesteten Oligosacchariden waren sowohl Lac-
tose als auch N-Acetyllactosamin inaktiv, wihrend die
neo-LNT (GalB1-3GIcNAcB1-3Galp1-4Gle) und LNT
(Galp1-4GlcNAcPB1-3GalB1-4Glc), die zu den Hauptkom-
ponenten der Milcholigosaccharide gehoren, die beste In-
hibitionswirkung zeigten.

In Tabelle 7 sind zusammenfassend verschiedene Bak-
terien und Viren aufgefiihrt, deren Liganden in l6slicher
Form auch in FM vorkommen. '

Tabelle 7 Pathogene Mikroorganismen und deren Liganden in Frauenmilch

Liganden in Frauenmilch

Mannose-enthaltende Glykoproteine
Fucosylierte Oligosaccharide

Fucosylierte Tetra- und Pentasaccharide
Sialyl{0:2-3)-Lactose und -Glykoproteine

Neutrale Oligosaccharide (LNT, neo LNT)
Fuc al-2 Gal-Epitope
Gal(B1-4)GicNAc or Gal(B1-3)GlcNAc

Sialyl-Lactose

Sialyl-Lactose

Sialyl-Lactose und sialylierte Glykoproteine
Sialylierte Glykoproteine (0i2-3-verkniipft)
Sialylierte Poly-N-Acetyllactosamin-Glykane
Sialylierte (02-3) Poly-N-Acetyllactosamin-Glykane

Sialyl(c2-6)Lactose
Sialyl(c2-3)Lactose
9-0-Ac von NeuAc{a2-3)R

Mikroorganismen

E. coli (Typ 1-Fimbrien)

E. coli (hitze-stabiles
Enterotoxin)

E. coli

E. coli (S-Fimbrien)

Streptococcus pneumoniae
Candida albicans
Pseudomonas aeruginosa

Campylobacter pylori
Streptococcus sanguis
Campylobacter pylori
Mycoplasma pneumoniae

Streptococcus suis
Influenza Virus A

B
" “C
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Beispielhaft sei erwihnt, daf von den verschiedenen
E. coli-Spezies einige nur mit Mannose-enthaltenden Gly-
koproteinen reagieren, andere dagegen bevorzugen fuco-
sylierte bzw. sialylierte Komponenten. Parkkinen et al.
{1983) und Korhonen et al. (1985) haben nachgewiesen,
daB sialylierte Milcholigosaccharide in vitro in der Lage
waren, die Bindungsaktivitit von E. coli, die spezifische
Infektionen bei Neugeborenen wie Meningitis und neo-
natale Sepsis verursachen, zu verhindern (38, 39).

Die sehr feinen Erkennungsmechanismen beziiglich
Zusammensetzung und Verkniipfung der Zucker verdeut-
licht das Influenza Virus. Typ A reagiert nur mit Sialyl-
o2-6-Lactose, Typ B nur, wenn die Neuraminsiure in
02-3 Position vorliegt und Typ C nur mit der 9-O-ace-
tylierten Form von Neuraminsiure in o2-3-Position in
Glykokonjugaten (51).

Verschiedene Oligosaccharide in FM sind somit struk-
turanalog zu Kohlenhydratketten der Oberflichen von
Epithelzellen und damit potentielle Inhibitoren der An-
haftung von Bakterien und Viren.

Liganden von Zelladhidsionsmolekiilen

Seit wenigen Jahren werden von biochemischer und zell-
biologischer Seite sehr intensiv Zelladhisionsmolekiile
und deren Liganden untersucht, die z.B. bei Entziindungs-
prozessen oder bei der Entwicklung von Tumoren eine
Rolle spielen (40, 41). Hierzu gehtren die Selektine, die

u.a. die Einwanderung von neutrophilen Granulozyten in
extravasives Gewebe beeinfluBen. Selektine sind auBer-
dem an der Regulation der Lymphozytenrezirkulation
oder der Thrombozyten-Leukozyten-Aggregation beteiligt
{42, 43). Leukozyten erkennen zunéchst spezifisch Selek-
tine an der Endothelzelloberfliche. Hierdurch wird eine
Interaktion mit Integrinen der Endothelzellen ermoglicht,
die zum Abflachen der Leukozyten fithrt. Dies wiederum
ermbglicht es den Leukozyten, in das Gewebe vorzudrin-
gen.

Die Liganden von Selektinen sind Kohlenhydratstruk-
turen auf Endothelzellen oder auf Leukozyten (Tab. 8).
Es gibt immer mehr Hinweise darauf, dafl die Liganden
fir ELAM-1 (endothelial-leukocyte adhesion molecule-1,
E-Selectin) und GMP 140 (granule membrane protein,
P-Selectin) Sialyl Le* (NeuAco2-3Galfl-4 (Fucal-
3)GIcNAc-R) oder Sialyl Le*Strukturen (NeuAco2-
3GalB1-3 (Fuca1-4)GlcNAc-R) enthalten oder zumindest
sehr dhnlich zusammengesetzt sind (44, 45). Ubereinstim-
mung besteht darin, daf diese Liganden o2-3-gebundene
N-Acetylneuraminsdure und ©1-3/4-gebundene Fucose
besitzen. Dies sind Komponenten, die regelméBig in Frau-
enmilch vorkommen (46, 47). Die LNFP III (Tab. 4), die
auch in FM vorkommt und die das Le x-Epitop besitzt,
wurde kiirzlich als potenter Inhibitor von Zellen, die
P-Selektine exprimieren nachgewiesen. Die LNFP I und
II (Tab. 4), die eine sehr #hnliche Struktur wie LNFP III
haben, zeigten dagegen keine Wirkung.

Tabelle 8 Oligosaccharide als Liganden fiir die Selectine ELAM-1 und GMP-140

ELAM-1
NeuAco2-3Gal1-4GIcNAc-
3
¥

Fuca 1
NeuAca2-3Galpf1-3GlcNAc-
3

i

Fuca 1
NeuAco2-3Galf1-4GIcNAcP1-3Galf1-4GleNAcB!
3 3

| |

Fuco 1 Fuca i
GMP-140
GalB1-4GIcNAcB1-
3

Fuca 1
NenAco2-6 (3) GalB1-4GlecNAcB1-
3

Fuco 1

Abkiirzung

3-Sialyl-Lewis x

3-Sialyl-Lewis a

3-Sialyl-di-Lewis x

Lewis x

3/6-Sialyl-Lewis x

Abkiirzungen: NeunAc N-Acetylneuraminséure
Gal D-Galactose
GlcNac N-Acetylglucosamin

Fuc L-Fucose
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Zelladhdsionsmolekiile tragen im menschlichen Im-
munsystem auch dazu bei, dal ein unkontrollierter An-
griff von Leukozyten anf korpereigene Zellen verhindert
wird (48). Ob Liganden von Zelladhisionsmolekiilen in
FM diese Funktionen beeinflussen, 148t sich zum gegen-
wirtigen Zeitpunkt nicht beantworten. Es soll jedoch dar-
auf hingewiesen werden, daf wir intakte Oligosaccharide
aus FM auch im Urin von FM-erndhrten Kindern nach-

gewiesen haben, nicht dagegen bei Frithgeborenen, die

eine Sduglingsmilchnahrung erhielten (49). Dies bedeutet
nach heutigen Kenntnissen, daB einige FM-Oligosaccha-
ride offensichtlich in intakter Form absorbiert werden, im
Biut zirkulieren und schiieBlich mit dem Harn ausge-
schieden werden. Insofern besteht grundsitzlich, neben
einer lokalen Wirkung im Gastrointestinaltrakt, die Mog-
lichkeit der Wechselwirkung mit Endothelzellen bzw. Ad-
hisionsmolekiilen.
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