Acta Paediatrica Academiac Scientiarum Hungaricae, Vol. 20 (2 —3) pp. 219—228 (1979)

Bietet

die Muttermilch dem Neugeborenen nur
einen passiven Schutz?

Von

S. Csorba, B. Nagy, S. Varga, L. Mareédi und Judit Jezerniczky

Kinderklinik und Zentrales Forschungslaboratorium der
Medizinischen Universitdt Debrecen

Eingegangen am 12. Februar, 1979

Morphologie, Oberflacheneigenschaften, Lebensfahigkeit und Funktio-
nen der aus frisch entnommenem Kolostrum und ebenfalls frischer M utter-
milch stammenden Zellen wurden untersucht. Es konnte nachgewiesen wer-
den, daf etwa 70—90% der in der Muttermilch, besonders aber im Kolostrum
befindlichen Leukozyten Mikro- und Makrophage, 10—30% dagegen Lym-
phozyten sind. Die letzterwdhnten erwiesen sich aufgrund ihrer Form
und Oberflacheneigenschaften sowie ihrer Rosettierung als T-und B-Zellen.
Trypanblau-Neutralrot-Farbung fihrte zur Feststellung, dal im pH-
Bereich zwischen 6,0 und 7,0 mehr als 80% der Zellen lebend und aktiv

sind.

Der Phagozytenindex der auch das sauere Medium tolerierenden
Staphylococcus aureus und E. coli erreichte in vitro fast die Phagozyten-
aktivitadt der peripheren Leukozyten der Neugeborenen.

Die in N&hrlosung suspendierte, auf eine Keimzahl von 2x108ein-
gestellte Zellkultur produzierte im Laufe der 48stindigen Inkubation be-

deutende IgA- und IgG-Mengen.

Die ermittelten Ergebnisse sprechen dafir, dal die Protektivitat

der Muttermilch,

auller den bisher bekannten humoralen Faktoren auch

durch die aktiven Zellen erhdht wird.

Mangels exakter Untersuchungs-
ergebnisse herrschte lange Zeit hin-
durch nur anhand empirischer Er-
fahrungen die Ansicht, dalR die Mut-
termilch fur das Neugeborene eine
unentbehrliche »Schutzquelle« bedeu-
tet. Die Entdeckung der Immunglo-
buline und der Umstand, daR diese
Immunproteine im nativen Zustand
nicht aus dem Magen-Darmtrakt ab-
sorbiert werden, drédngte die immuno-
logische Bedeutung der Frauenmilch
in den Hintergrund. Bei dem Riuckfall
der natirlichen Erndhrung spielte
auch die Tatsache eine Rolle, dal

zahlreiche, in Hinblick auf den biolo-
gischen Wert der Muttermilch fast
gleichwertige, kunstliche Nahrmittel
hergestellt wurden, unter denen es so
manche gab, deren Eigenschaften sich
fir das Neugeborene als besonders
vorteilhaft erwiesen. Die KIl&rung
der Rolle der sekretorischen IgA
im lokalen Schutz [1, 2, 5, 13, 20, 21,
33, 44, 45] sowie die Forschungsergeb-
nisse, laut deren der die Resistenz
des Neugeborenen steigernde Effekt
der Muttermilch, nicht nur den spe-
zifischen Antikérpern mit hohem Titer
[12, 14, 15, 31, 33, 40, 43], sondern
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auch ihrem Lysozym-, C3-, Laktofer-
rin-, und Interferon-Gehalt zu ver-
danken ist — stellte die natirliche
Erndhrung wieder in denVordergrund.
Angesichts dessen, dalR unsere Kennt-
nisse in bezug auf die Morphologie,
Vitalitdt und Funktion der Mutter-
milchzellen ziemlich liuckenhaft sind,
setzten wir unsere auf diese Fragen
gerichtete Untersuchungen in Gang
[26, 33, 38, 41, 42].

Material tjnd Methodik

1.Je 5 ml der aus entziindungsfreier
Mamma unter sterilen Verhéltnissen ent-
nommenen Muttermilchproben wurden un-
verziglich mit 1500/min, 5 Minuten lang
zentrifugiert. Die die Zellen enthaltende
Masse wurde mit isotonischer Salz- und
Zuckerlosung dreimal nacheinander durch-
gewaschen, wonach Zellzdhlung in der
BUBKEE-Kammer stattfand. Die gleich-
zeitig verfertigten Abstriche wurden nach
May-Griunwald-Giemsa gefdrbt, sodann
lichtmikroskopisch untersucht.

2. Die mit der vorangehenden Methode
gereinigten Zellen wurden in 3%iger
Glutaraldehydlésung 2—6 Stunden lang
fixiert, sodann mit 1% iger Osmium-
tetroxydldsung 1—2 Stunden lang nach-
fixiert. Trocknen und Entwé&sserung er-
folgten nach vorangehendem Waschen mit
Phosphatpuffer in zwei Verdinnungsrei-
hen, einer Alkoholreihe von ansteigender
(25 * 100%) und einer Atherreihe von
identischer Konzentration. Zunéchst wur-
den mit einem Scanningaufsatz Typ JEM
100B + ASID, bei einer Beschleunigungs-
spannung von 25 kV elektronenmikrosko-
pische Aufnahmen (Vergr.: 2500 —5000 X)
verfertigt [25].

3. Zur Untersuchung der Oberflachen-
eigenschaften der Lymphozyten kam auch
die Rosettentechnik zur Anwendung [3].

4. Zwecks Bestimmung der Lebensféhig-
keit der Zellen wurde 0,3 ml der frisch

S. Csorba et al.: Muttermilch

gewaschenen Zellsuspension mit 0,5 ml
1% iger Trypanblaulésung und 0,5 ml
0,5%iger Neutralrotlésung bei 37 °C 30
Minuten lang versetzt. Mittels mikroskopi-
scher Untersuchung konnte der Anteil der
sich mit Neutralrot farbenden lebenden
und der sich mit Trypanblau blaBblau far-
benden abgestorbenen Zellen festgestellt
werden.

5. Die andere Gruppe der Muttermilch-
proben wurde zur Phagozytoseuntersu-
chimg vorbereitet: Die aus den unmittelbar
nach der Entnahme zentrifugierten 5 ml
Muttermilch gewonnene Zellmasse wurde
in 1 ml Rindex-5-Lésung suspendiert.
Vom Ergebnis der hiernach durchgeftihrten
Zellzdhlung in der Bilrker-Kammer ab-
hdngig, wurde das System mit soviel E.
coli und Staphylococcus versetzt, daB die
Zellen—Bakterien-Proportion 1:50 ausma-
che. Nach einer Inkubation von 30 Minu-
ten bei 37 °C und Zentrifugieren wurden
die Striche nach May—6Grinwald—Giemsa
gefarbt. Um dieentsprechendeVermischung
von Zellen und Bakterien zu sichern, wur-
den die Proben im Laufe der Inkubation
zeitweise Kkréaftig durchgeschuttelt. Der
Phagozytenindex ergibt sich aus dem
Durchschnitt der durch 100 Zellen phago-
zytierten Bakterienzahl.

6. Im Interesse der Vergleichbarkeit der
Phagozytenaktivitdt der Muttermilchzel-
len wurde die Phagozytenaktivitdt von
gesunden, reifen Neugeborenen, Frih-
geborenen, Sduglingen, Kleinkindern und
Erwachsenen bestimmt. 0,8 ml einer
heparinierten Gey-Lésungwurden mit0,1ml
nativem Blut und mit einer Bakterien-
suspension mit bekannter Keimzahl ver-
setzt. Nach vorangehender Bestimmung
der Leukozytenzahl wurde die Keimzahl
— ebenso wie bei den Muttermilchpro-
ben — auf eine Proportion von 1:50 ein-
gestellt und des weiteren in der bereits
beschriebenen Weise untersucht.

7. Zur Untersuchung der Immun-
globulinproduktion der Zellen diente die
aus 2x2 ml Muttermilch mittels Zentri-
fugieren gewonnene Zellmasse. Die Zellen
der Kontrollproben wurden mit dreimaliger
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Tabette |
. Mikro- Lymphozyten Lebensfahigkeit
g:hl(;rzrm en Mak(r)ophag frisch nach 48 stiindiger Inkubation
% pH 5,0 6,0 65 ! 70 75 8,0
Colostrum 350—4600 70—90 10—30 86+7 35 51 64 69 63 60
Xy
4—58 42—96
Muttermilch 20— 500 70—90 10—30 81+9 37 46 65 :73 59 58

X\
12—46 54—88

Refrigeration und Erwdrmung auf 56 °C
denaturiert. Die Zellmassen der Proben
und der Kontrollen wurden in Rindex-5-
Losung dreimal gewaschen und die Zell-
zahl in 2 ml Parker 199 Na&hrlésung auf
2 X 108 eingestellt [33, 42]. Nach der Zu-
gabe von 500 E/m1 Penicillin und 4 mg/ml
Streptomycin wurde die Kultur bei 37 °C
48 Stunden lang in sterilen silikonierten
Rohrchen inkubiert. Der pH-Wert der
Néahrflussigkeit wurde mit Phosphatpuffer
mit 0,5stufigen Abweichungen auf das
Bereich zwischen pH 5 und 8 eingestellt.
Am Ende der Inkubation wurde der Im-
munglobulingehalt der Kulturflissigkeit
der Proben bzw. Kontrollen mittels
Radial-Immundiffusion untersucht, sowie
die Vitalitat der Zellen studiert.

Ergebnisse

Tabelle | veranschaulicht die cha-
rakteristischen Daten der Zellen des
im Laufe der ersten 5 Tage unter-
suchten Kolostrums bzw. der reifen
Muttermilch. Wie ersichtlich, war
in den Kolostrumprobe eine viel
héhere Zellzahl vorzufinden als in
der reifen Muttermilch. Was die
durchschnittliche proportionale Ver-
teilung der Zellen, sowie ihre nach der
Entnahme bzw. nach 48stiindiger
Inkubation bei verschiedenen pH-
Werten beobachtbare Vitalitdt an-

Abb. 2
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Tabelle Il

Colostrum
Muttermilch
Frihgeborene
Neugeborene
Erwachsene

Blut

belangt, lieRen sich zwischen Kolo-
strum und Muttermilch keine Ab-
weichungen erkennen. Die in den
frischen Milchproben am intensivsten
erscheinende Lebensfahigkeit war
selbst nach 48 Stunden — insheson-
dere in neutralem und maRig sauerem
pH-Milieu — von bedeutendem Aus-
maR.

Die in den Abbildungen 1, 2, 3, 4
und 5 dargestellten scanningelektron-
mikroskopischen. Aufnahmen zeigen
die Form- und Oberflacheneigentim-
lichkeiten der aus dem Kolostrum
bzw. aus reifer Frauenmilch isolierten
Zellen. Von den bizarr geformten
Kolostrumkdérpern abgesehen, traten,
was Form- und Oberflacheneigen-
schaften anbelangt, dieselben Zellen

Phagozytenindex der
polymorphonukleéren

Leukozyten
1,24 + 0,41
1,36 + 0,54
2,01 + 0,33
2,32 + 0,28
52 * 0,37

in Erscheinung, wie auf den elektron-
mikroskopischen  Aufnahmen  des
peripheren Blutes.

Tabelle Il veranschaulicht die Pha-
gozytenaktivitit der dem AuReren
nach zur Phagozytose geeigneten Ma-
kro- und Mikrophagen im Vergleich
zum Phagozytenindex der periphe-
ren Leukozyten von reifen Neuge-
borenen, Frihgeborenen bzw. Er-
wachsenen. Wie ersichtlich, erreicht
die Phagozytenaktivitdit des Ko-
lostrums und auch die der reifen
Frauenmilch fast die Intesitat der
Phagozytenfunktion der aus dem
Blut der Neugeborenen gewonnenen
Leukozyten, im Vergleich zum Phago-
zytenindex der Erwachsenen ist aber
die Aktivitdt wesentlich geringer.

Abb. 6
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Die aus Abbildung 6 ersichtliche
lichtmikroskopische Aufnahme zeigt,
daB die Kolostrummikrophagen die in
das System eingefiihrten Bakterien —
in diesem Fall Staphylococcus aure-
us — tatsdchlich inkorporierten.

Abbildung 7 veranschaulicht die
Immunreaktionen der Nahrflissig-
keiten der Zell- und Kontrollkultur
mit den Antihuman-Immunsera und
dem sekretorischen IgA-Antiserum
(Human, Budapest) im Laufe der
Mancinischen Immundiffusion. In je-
der untersuchten Zellkultur konnten
IgA und 1gG nachgewiesen werden.
Mit dem sekretorischen IgA-Antiserum

Besprechung

Die immunologische Bedeutung des
sekretorischen IgA- und des spezifi-
schen Antikdrpergehaltes der Mutter-
milch, der bakterizid wirkenden Lyso-
zymaktivitdt und der Anwesenheit
von Laktoferrin, welches von der
Eisensattigung abhédngig Uber einen
bakteriostatischen Effektverfugt, und
der Ausweisbarkeit des C3 — gilt
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war die Reaktion ausgeprégter als mit
dem normalen Human-Immunserum.
IgM war in keinem der Félle in meRbar-
en Mengennachzuweisen, und die Flis-
sigkeit der abgetdteten Zellkultur
enthielt keine der Immuneiweille.
In der die gewaschene Zellmasse ent-
haltenden Parker-Ldsung konnte vor
der Inkubation kein Immunglobulin
nachgewiesen werden.

Die intensivste Immunglobulinpro-
duktion lieR sich im pH-Bereich
zwischen 6,0 und 7,0 beobachten; die
produzierte Immunglobulinmenge war
— vor allem im Kolostrum — auch
im absoluten Sinne bedeutend (Abb. 8).

heute bereits als eindeutig bewiesen.
Diese Komponenten bieten dem
Magen-Darmtrakt des Neugeborenen
einen wesentlichen lokalen Schutz.
Es erhebt sich indessen die Frage,
ob das natiurlich erndhrte Neuge-
borene nur den durch die erwédhnten
Komponenten gebotenen passiven
Schutz genieft.

Die Funktion derinder Muttermilch,
vor allem aber im Kolostrum in
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grofRer Zahl nachweisbaren Leukozy-
ten bildete eine lange Zeit hindurch
eine vieldiskutierte Frage. Die An-
wesenheit dieser Leukozytenmassen
wurde als die Folge von entziindlichen
bzw. degenerativen Prozessen oder als
das Ergebnis einer passiven Filtra-
tion betrachtet. Unsere Untersuchun-
gen haben bewiesen, dall ein groRer
Anteil der auch der Vorbereitungs-
prozedur ausgesetzten Zellen leben-
dige, aktive Zellen sind und daR die
von uns beobachtete Vitalitat der
mit anderen Methoden bestimmten
Lebensféhigkeit der Leukozyten des
Neugeborenenblutes entspricht [8].
Die Mehrzahl der lebensfahigen Zel-
len erwies sich anhand ihrer GroRe.
Form und ihrer Oberflacheneigen-
schaften als Mikro- und Makrophagen.
Aufden elektronmikroskopischen Auf-
nahmen sieht man deutlich, daR unter
einigen Zellen und Zelltypen eigen-
artige Fortsdtze bzw. Plasmabricken
einen Kontakt aufrechterhalten, wel-
cher Umstand die Interaktion der
antigenaufnehmenden und antikor-
perproduzierenden Zellen ermdglicht.
Die Manningfaltigkeit des auf der
Oberflache der Phagozytenzellen be-
obachtbaren Fortsatzsystems héngt
mit ihrem Stimulationszustand zu-
sammen [35].

Nach Kldrung der Vitalitat und der
morphologischen Eigenschaften er-
gab sich als selbstverstandliche Auf-
gabe die Untersuchung der Frage, ob
die dem AuBern nach zu aktiven
Funktionen geeigneten Zellen zur
Durchfihrung spezifischer und aspezi-
fischer Immunreaktionen fahig sind.
Unsere Ergebnisse fihrten zur Fest-

stellung, dalR die Phagozytenaktivi-
tat der Muttermilch fast das Niveau
des Phagozytenindexes der Blutzellen
des Neugeborenen erreicht, welcher
Umstand fur das tber einen mangel-
haften humoralen Schutz verfligende
Neugeborene von wesentlicher Bedeu-
tung ist — obwohl wir anhand der
Kolostrum-Zellzahl und der Ver-
teilung der Zelltypen mit einer noch
intensiveren Phagozytentatigkeit
rechneten. Die praktische Bedeutung
der aktiven Phagozytenfunktion wird
auch durch die Tatsache gesteigert,
dall sie nicht nur gegen die Gram-
negativen Bakterien und Viren, son-
dern auch gegen Staphylococcus au-
reus gerichtet ist, d.h. gegen einen
Krankheitserreger, welcher unter
Umstdnden auf oralem Weg in den
Organismus der Neugeborenen und
Séduglinge eindringt und bei
wegen verschiedener Ursachen ent-
wickelten Dysbiosen die Vorherrschaft
tibernimmt. Auf diese Weise spielt in
der Ausbildung der Staphylococcus-
resistenz nicht nur der Linolsaure-
gehalt der Muttermilch [17], sondern
auch die phagozytierende Fahigkeit
der darin befindlichen Zellen eine
Rolle.

Die Verteilung der T-
Lymphozyten ist auch individuell
unterschiedlich. Unsere Ergebnisse
stimmen mit den Literaturangaben
nahezu lberein [28]. In bezug auf die
Funktion der T-Zellen sind wir nur
auf Hypothesen angewiesen. Es dirfte
aber angenommen werden, daB sich
diese Zellen, den die Plazenta passie-
renden mitterlichen Lymphozyten
&hnlich, an der passiven Transmission

und B-
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der Immunreaktionen vom Spéttyp
beteiligen. In der Ausbildung der

Tuberkulin-Sensitivitdt der Frucht
wurde den T-Lymphozyten der Mut-
termilch auch unléngst eine Bedeu-
tung beigemessen [39].

Die Aktivitdt der B-Lymphozyten
beweisen die in der Kulturflissigkeit
stets nachweisbaren Immunglobuline
(IgA und 19gG). Die Tatsache der
Immunglobulinproduktion ist aber
mehr als ein einfacher Beweis der
Immunproduktion.  Aus unseren
Ergebnissen ergibt sich nadmlich die
Folgerung, daB diese Zellen auf bak-
teriellen Antigenreiz ihre antikdrper-
produzierende Aktivitat steigern, d.li.
durch eine nicht allzu massive In-
fektion die lokale Resistenz erhght
wird. Durch das Endotoxin wird aber
die Reizbarkeit der Milchzellen dem
Anschein nach verringert.

Es erhebt sich die Frage, ob die im
in vitro beobachtete Antikdrperpro-
duktion in den der Wirkung der Ma-
gen-Darmséafte des Neugeborenen aus-
gesetzten Zellen vonstatten gehen
kann. Unsere bei verschiedenen pH-
W erten durchgefiihrten Untersuchun-
gen sprechen dafur, daf die intensivste
Antikorperproduktion in  sauerem
Milieu zu beobachten ist [33]. Das
bedeutet, dall die der saueren Wir-
kung des Magensafts ausgesetzten
Muttermilchzellen nicht nur ihre
Vitalitat, sondern, in den Dinndarm
gelangend, auch ihre Funktions-
fahigkeit bewahren. Der Beobachtung,
laut der auBer den antikérperprodu-
zierenden Zellen auch das Produkt
—namentlich das sekretorische IgA —
eine entsprechende  Sduretoleranz
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besitzt — ist eine praktische Bedeu-
tung beizumessen [4, 19, 21].

Die aktive Antikdrperproduktion
bestimmter  Muttermilchzellen lie-
fert gleichzeitig ein anschauliches
Beispiel fir die Manifestation der
Interaktion der immunkompetenten
Zellen. Der die antimikrobiale Resi-
stenz steigernde Effekt des durch die
B-Lymphozyten produzierten sekre-
torischen IgA beruht einerseits auf
seiner Antikdrperwirkung, anderseits
auf der Reizung der Phagozyten-
funktion der Makro- und Mikropha-
gen [20]. Das bedeutet, dal die seit
langem bekannte Schutzwirkung der
Muttermilch durch die komplexe Mit-
wirkung der darin befindlichen hu-
moralen und zelluldren Komponenten
zur Geltung kommt.

Aufgrund unserer Ergebnisse be-
antworten wir die im Titel gestellte
Frage verneinend, zumal die von uns
und von anderen Autoren durchge-
fuhrten Untersuchungen daflr spre-

chen, daR durch die Muttermilch-
erndhrung eine bedeutende Menge
von immunfunktionsfdhigen, leben-

den, aktiven Zellmassen in den Magen-
Darmtrakt des Neugeborenen gelangt
[14, 26, 33, 36, 38,41,42]. Obwohl zahl-
reiche Aspekte dieser Zellfunktion
ungeklért sind, steht soviel fest, daR die
nachweisbare Phagozytenfunktion,die
passiv eingelangten und die durch
die aktive Zellfunktion in loco pro-
duzierten Immunglobuline mitsamt
den bekannten humoralen Faktoren
(Lysozym, Laktoferrin, C3, Linol-
saure) im Magen-Darmtrakt des Neu-
geborenen eine antibakterielle und
antivirale Demarkationslinie bilden,

Acta Paediatrica Academiae Scientiarum Hungaricae 20, 1079



S. Csorba et al. :

die durch andere — hinsichtlich ge-
wisser biologischer Parameter der
Muttermilch gleichwertige — Né&hr-
mittel nicht gewdhrleistet werden
kann. All dies und die bekannte Tat-
sache, daR durch das sekretorische
IgA, welches auf der Darmschleim-
haut einen Belag bildet, die Penetra-
tion der Nahrungs- und anderer
Allergene verhindert [23, 30] wird,
machen es verstédndlich, dal die mo-
derne Medizin die Protektivitat der
Muttermilch wieder hoch einschatzt
[9, 11, 16, 22, 23, 27, 29, 30, 32, 34,
46, 47].

Unsere nachdrucklich betonte Fest-
stellung, daR die Muttermilch dem
Neugeborenen nicht nur einen passi-
ven Schutz bietet, sondern im Besitz
ihrer zahlreichen lebendigen Zellen
auch Schutzaufgaben erfillt, bedarf
der Ergédnzung, dal diese Behauptung
nur dann gultig ist, wenn die Ernéh-
rung direkt stattfindet, weil die einer
Erhitzung und/oder Refrigeration aus-
gesetzten Kontroll-Zellkulturen ihre
Vitalitdt und AKktivitat verlieren. Die-
se Tatsache stellt die Problematik
der Sammlung, Speicherung und Ver-

wendung der Frauenmilch in ein
fragliches Licht.
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