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1. Einleitung 

Muttermilch ist die beste und empfohlene Nahrung für Säuglinge in 

den ersten sechs Monaten. Auch nach Einführung der Beikost wird 

das Stillen mindestens bis zum Ende des ersten Lebensjahres so-

wohl von der Weltgesundheitsorganisation als auch von der Europäi-

schen Gesellschaft für Pädiatrische Gastroenterologie, Hepatologie 

und Ernährung empfohlen. Neuere Forschung zeigt, dass Mutter-

milch viel mehr als ein Nahrungsmittel ist (vgl. Christian et al. 2021). 

Muttermilch verändert sich in ihrer Zusammensetzung in Abhängig-

keit von der mütterlichen und kindlichen Gesundheit, stärkt die sozia-

le Bindung zwischen Mutter und Kind und hat das Potenzial, als Bio-

marker für Brustkrebs (vgl. Aslebagh et al. 2019) sowie als Therapeu-

tikum für Neugeborene und Säuglinge eingesetzt zu werden (vgl. Bo-

de et al. 2020).  

Ein besseres Verständnis der Funktion und der Zusammensetzung 

von Muttermilch könnte einen wichtigen Beitrag zur Prävention von 

Krankheiten sowohl bei Müttern als auch bei Kindern leisten. Es 

konnte bereits gezeigt werden, dass Mütter, die gestillt haben, ein ge-

ringeres Risiko für Brustkrebs, Ovarialkarzinom, postnatale Depres-

sionen und kardiometabolische Erkrankungen wie Typ-2-Diabetes 

und Bluthochdruck aufweisen (vgl. Victora et al. 2016; vgl. Binns et 

al. 2016). 

Säuglinge, die gestillt wurden, leiden in ihrem späteren Leben 

weniger unter Adipositas. Bis in das Jugendalter konnte eine Sen-

kung der Adipositasrate um 15 bis 30 % gezeigt werden. Das Risiko, 

an Typ-1-Diabetes zu erkranken, sinkt um bis zu 30 %. Die Inzidenz 

von Asthma und Neurodermitis ist bei gestillten Säuglingen um bis zu 

27 % reduziert. Auch auf Autoimmunerkrankungen wie Zöliakie oder 

chronisch entzündliche Darmerkrankungen hat das Stillen einen posi-

tiven Einfluss. Es konnte gezeigt werden, dass Kinder, die zum Zeit-

punkt der ersten glutenhaltigen Kost noch gestillt werden, ein um 

52 % geringeres Risiko aufweisen, an Zöliakie zu erkranken. Das 

Auftreten chronisch entzündlicher Darmerkrankungen ist um 31 % 
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reduziert. Zusätzlich hat Stillen einen präventiven Effekt auf die Inzi-

denz von Infektionskrankheiten vom Neugeborenen- bis zum Grund-

schulalter (vgl. Eidelman et al. 2012). 

Vulnerable Gruppen wie Frühgeborene profitieren ebenfalls von der 

Ernährung mit Muttermilch oder, falls Stillen nicht möglich ist, mit 

Spenderfrauenmilch. So zeigen Frühgeborene, die Frauenmilch er-

halten haben, ein signifikant geringeres Risiko, an einer Sepsis oder 

einer nekrotisierenden Enterokolitis (NEC) zu erkranken, was die 

häufigste entzündliche Erkrankung des Magendarmtraktes bei Früh-

geborenen mit einem Gewicht unter 1500 g ist (vgl. Quigley et al. 

2019). Insgesamt belegen mehrere Studien, dass Stillen von der Ge-

burt an die Mortalität von Neugeborenen senkt (vgl. Edmond et al. 

2006). 

Deswegen wird auch empfohlen, Frühgeborene und Neugeborene, 

die von ihren Müttern nicht gestillt werden können, mit gespendeter 

Frauenmilch zu ernähren. Aktuell gibt es in Deutschland an 

33 Standorten Frauenmilchbanken, unter anderem in Greifswald (vgl. 

Arslanoglu et al. 2013; vgl. Frauenmilchbank-Initiative o.D.).  

Während die biochemischen Mechanismen hinter manchen dieser 

Effekte bereits gut erforscht sind, zum Beispiel der Zusammenhang 

der Infektionsprävention bei Neugeborenen und den in der Mutter-

milch enthaltenen Immunzellen und Antikörper, sind die hinter ande-

ren Effekten des Stillens, zum Beispiel der Prävention von Typ-I-

Diabetes und Adipositas sowie der Prävention einer NEC bei Früh-

geborenen, noch weitgehend ungeklärt (vgl. Bode et al. 2020). Be-

sonders die Vielzahl an bioaktiven Stoffen, die in Frauenmilch enthal-

ten sind, scheint in diesem Zusammenhang eine Rolle zu spielen. 

Neben Immunzellen wie Makrophagen oder Stammzellen zählen zu 

diesen Stoffen Immunglobuline (vor allem IgA), Zytokine, Hormone, 

Wachstumsfaktoren, Lysozyme und antimikrobielle Peptide. Bei ei-

nem Großteil dieser Substanzen handelt es sich um Proteine.  

Proteine, die in Frauenmilch enthalten sind, werden in drei Unter-

gruppen unterteilt: Kaseine, Molkenproteine und Mucine, die in der 



3 

milk fat globule membrane (MFGM) enthalten sind (vgl. Donovan 

2019). Auch die beim Abbau dieser Milchproteine freigesetzten Pep-

tidfragmente haben eine Reihe von einzigartigen biologischen Wir-

kungen, die sich von denen der Ausgangsproteine unterscheiden. 

Insgesamt wurden bereits über 1100 Peptide aus 42 Proteinen be-

stimmt. Aufgrund von Vergleichen ihrer Peptidsequenzen und derer 

bekannten Funktionen kann davon ausgegangen werden, dass über 

300 Peptide eine bioaktive Wirkung haben (vgl. Ballard/ Morrow 

2013). Die meisten identifizierten Peptide stammen von dem Protein 

Beta-Casein, aber auch von Molkeproteinen wie α-Lactalbumin, Lac-

toferrin oder Immunoglobulinen (vgl. Wada/ Lönnerdal 2020). Obwohl 

auf dieser Grundlage eine wesentlich größere Diversität des huma-

nen Milchpeptidoms als des Proteoms angenommen werden kann, 

gibt es bisher deutlich weniger Studien zum Milchpeptidom (vgl. Zhu/ 

Dingess 2019). 

Am häufigsten wurde in der aktuellen Literatur die antimikrobielle 

Wirkung der Milchpeptide beschrieben. Es wurde gezeigt, dass eine 

Mischung von Milchpeptiden das Wachstum von Bakterien wie E-

scheria coli und Staphylococcus aureus Gruppe B hemmt. Solche an-

timikrobiellen Peptide im Gastrointestinaltrakt des Säuglings könnten 

auch bei der Prävention der NEC bei Frühgeborenen durch Mutter-

milch eine Rolle spielen (vgl. Dallas et al. 2013). Zudem ist belegt, 

dass sich die Peptidzusammensetzung in Muttermilch von Müttern, 

die vor der 37. Schwangerschaftswoche (SSW) entbunden haben, 

von der Peptidzusammensetzung der Muttermilch von Müttern mit 

reifgeborenen Säuglingen (> 37. SSW) unterscheidet. Muttermilch 

von Müttern von Frühgeborenen enthält eine wesentlich höhere An-

zahl an Proteinen und endogenen Peptiden. Dies könnte damit zu-

sammenhängen, dass die Muttermilch optimal an das noch unreife 

Verdauungssystem angepasst ist (vgl. Dallas et al. 2015).  

In der Muttermilch wurden Peptide mit antihypertensiver Funktion 

identifiziert. Diese könnten im Zusammenhang mit der präventiven 

Wirkung der Muttermilch hinsichtlich kardiometabolischer Erkrankun-

gen stehen. Weitere bioaktive Peptide fungieren als Opioid-Rezeptor-
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Agonisten, weisen eine antioxidative Wirkung auf oder unterstützen 

die Zellproliferation (vgl. Nielsen et al. 2017; vgl. Ferranti et al. 2004).  

Obwohl das humane Milchpeptidom ein enormes Potenzial bietet, 

fehlt es an Grundlagenwissen. Während sich die Möglichkeiten zur 

Analyse mittels Massenspektrometrie (MS) rasant weiterentwickeln, 

gibt es keine einheitlichen Protokolle zu dem Einfluss der Abnahme-

bedingungen und Lagerungstemperaturen auf die Stabilität des Mut-

termilchpeptidoms. Dies schränkt die Vergleichbarkeit von Studien 

ein.  

Bezogen auf die Proteine und die endogenen Peptide ist vor allem 

die posttranslationale Modifikation – die Veränderung der Proteine 

und Peptide nach ihrer Synthese – von Bedeutung. Die Generierung 

von Peptiden aus Proteinen erfolgt physiologisch sowohl in den 

Brustdrüsen als auch im Gastrointestinaltrakt der Säuglinge. Frau-

enmilch enthält ein umfangreiches proteolytisches System bestehend 

aus Enzymen, Zymogenen, Proteaseaktivatoren und Proteaseinhibi-

toren (vgl. Chan et al. 2021). Diese Bestandteile sind bei unterschied-

lichen Temperaturen aktiv, weshalb anzunehmen ist, dass die Spal-

tung der Proteine und Peptide auch nach dem Abpumpen der Mut-

termilch voranschreitet. Ob bioaktive Peptide, die in Frauenmilch ent-

halten sind, ihre Wirksamkeit entfalten können, hängt auch davon ab, 

ob sie ihren Wirkort erreichen oder vorher bereits abgebaut werden. 

Es ist anzunehmen, dass direktes Einfrieren bei –80 °C oder Gefrier-

trocknen (vgl. Hahn et al. 2018) die geringsten Veränderungen des 

Muttermilchpeptidoms herbeiführt. Dieses Vorgehen ist jedoch so-

wohl im klinischen als auch im wissenschaftlichen oder privaten Um-

feld nur schwer umzusetzen.  

Im aktuellen Statement der Europäischen Vereinigung der Frauen-

milchbanken (European Milk Bank Association, EMBA) aus dem Jahr 

2019 wird empfohlen die Spendermilch so schnell wie möglich, spä-

testens aber nach einer Lagerung von 24 Stunden bei Raumtempera-

tur einzufrieren. Diese und andere internationale Empfehlungen zur 

Lagerung von Frauenmilch ergeben sich aus Studien, in denen vor 
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allem der Einfluss der Temperatur und der Lagerungsdauer auf bak-

terielle Kontamination, immunologische Komponenten, Nährstoffqua-

lität sowie Metaboliten und deren Stabilität betrachtet wurde (vgl. 

Eglash et al. 2017). In Deutschland gibt es aktuell keine Leitlinie zur 

Lagerung von Frauenmilch, die Gesellschaft für Neonatologie und 

pädiatrische Intensivmedizin e.V. (GNPI) arbeitet jedoch aktuell an 

einer Leitlinie zum Einsatz und zur Behandlung eigener und gespen-

deter Muttermilch in der Neonatologie, die Veröffentlichung ist für Ja-

nuar 2023 geplant (vgl. Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen 

Medizinischen Fachgesellschaften e.V o.D.). Wie sich die Tempera-

tur und die Dauer der Lagerung auf die bioaktiven Peptide in der Mut-

termilch und ihre Funktion auswirkt, ist bisher nicht untersucht wor-

den. Diese Untersuchungen sind aus wissenschaftlichen Gründen 

(vergleichbare und reproduzierbare Studienbedingungen) und klini-

schen Gründen (Stabilität des Peptidoms von Spenderfrauenmilch, 

sowie zur  Aktualisierung der Empfehlungen) notwendig (vgl. van der 

Voorn et al. 2016). 

Ziel der Studie war es, den Einfluss verschiedener temperaturabhän-

giger Lagerungsbedingungen auf die Stabilität des Muttermilchpep-

tidoms zu untersuchen. Hierfür wurden Lagerungsbedingungen aus-

gewählt, die in alltäglichen Situationen, zum Beispiel beim Sammeln 

von Frauenmilch im häuslichen Umfeld der Frauen beim Transport in 

die Klinik oder beim Sammeln in spezialisierten Zentren, vorkommen 

könnten (Lagerung bei Raumtemperatur (RT), bei 4 °C und bei          

–20 °C). Diese wurden mit dem Muttermilchpeptidom in den Proben, 

die innerhalb von einer Stunde nach dem Abpumpen bei –80 °C ge-

lagert wurden verglichen. Zur Bestimmung der Stabilität des Peptid-

musters wurden mittels Tandemmassenspektrometrie das Mutter-

milchpeptidom, die N- und C-terminalen Aminosäuren der Peptide 

und die Proteine, von denen die Peptide stammen, untersucht. 
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2. Material und Methoden 

Im folgenden Kapitel werden die in der Publikation genannten Me-

thoden zusammengefasst (vgl. Howland et al. 2020) und um das de-

taillierte Vorgehen bei der Vorbereitung der Proben ergänzt. 

2.1 Probengewinnung  

Im Rahmen der Studie wurden die Muttermilchproben von vier Spen-

derinnen untersucht. Die Spenderinnen und ihre reifgeborenen Kin-

der, die zum Zeitpunkt der Probengewinnung mindestens sechs Wo-

chen alt waren, waren gesund. Die Muttermilchproben wurden zwi-

schen 8:00 und 10:00 Uhr gesammelt. Die ersten Tropfen Mutter-

milch wurden mit der Hand ausgestrichen und dann verworfen. Im 

Anschluss wurde der Brustwarzenvorhof mit einem sauberen Wasch-

lappen und Wasser gesäubert. Mittels einer elektrischen Mutter-

milchpumpe (Medela Medizintechnik, Dietersheim, Deutschland) 

wurden 20 ml Muttermilch gewonnen. Die Muttermilchproben wurden 

im Institut für funktionelle Genomforschung innerhalb einer Stunde in 

2000-µl-Aliquots aufgeteilt. Die Lagerung erfolgte dann unter vier 

verschiedenen Temperaturbedingungen. Nach der Lagerung bei 

Raumtemperatur, bei 4 °C oder bei –20 °C wurden alle Proben bei    

–80 °C bis zur Analyse eingefroren. 

2.2 Lagerungsexperiment 

Die Szenarien im Lagerungsexperiment dienen dem Verständnis des 

Einflusses von Temperatur und Dauer der Lagerung auf das Mutter-

milchpeptidom. Hierfür wurden das Muttermilchpeptidom in den fol-

genden vier Szenarien, die sowohl in klinischen Studien als auch in 

der Häuslichkeit denkbar sind, mit dem Muttermilchpeptidom in den 

Proben die nach einer Stunde bei –80 °C gelagert wurden verglichen: 

Lagerung bei –20 °C für 120 h, Lagerung bei 4 °C für 6 h, Lagerung 

bei Raumtemperatur für 6 h und Lagerung bei Raumtemperatur für 

24 h (siehe Abbildung 1).  
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2.3 Vorbereitung der Proben 

Die Peptidisolation erfolgte mittels filterunterstützter Methanol-

Extraktion für jede Probe in vier technischen Replikaten. Dazu wur-

den die Proben für 10 Minuten bei Raumtemperatur und danach für 

20 Minuten im Eisbad aufgetaut. Anschließend wurden sie mit  

17 000 g für 30 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Hierdurch wurde die 

Muttermilch in einen klaren, zell- und fettfreien Überstand, der ledig-

lich Proteine enthält, sowie einen Zellteile und Fett enthaltenden 

Rückstand getrennt. Die obere Lipidschicht wurde verworfen. Vom 

klaren Überstand wurden 100 µl gesammelt, mit 25 µl Methanol ge-

mischt und für 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um die Pro-

teinpeptidaggregate aufzulösen. Zur Trennung von Proteinen und 

Peptiden wurden die Proben über eine Ultrafiltrationsmembran mit 

einer Ausschlussgröße von 10 kDA (Vivacon 500, Sartorius, Göttin-

gen, Germany) 10 Minuten bei 14 000 g zentrifugiert. Anschließend 

wurde das Filtrat bei 0 °C und 1030 mbar gefriertrocknet, um das Lö-

sungsmittel zu entziehen (Alpha1-4 LSC, Martin Christ Gefriertrock-

nungsanlagen GmbH, Osterode, Deutschland). Die Proben wurden 

Abbildung 1: Lagerungsbedingungen 

Verschiedene Lagerungsbedingungen für den Vergleich der Stabilität 

des Muttermilchpeptidoms (Howland et al. 2020) 
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zunächst in 10 µl 1-%-Essigsäure (AA) resuspendiert, womit auch ein 

pH-Wert von 2 bis 3 eingestellt wurde.  

Danach wurden Salze und ähnliche niedermolekulare Substanzen 

aus der Peptidfraktion unter Verwendung von C18-RP-Material abge-

trennt (µZipTip, Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland). Die Ent-

salzung erfolgte nach folgendem Protokoll; die Zusammensetzung 

der zur Äquilibrierung und Entsalzung genutzten Lösungen ist Tabel-

le 1 im Anhang 1 zu entnehmen: 

1. Vorbereitung von drei Reaktionsgefäßen: Reaktionsgefäß 1 mit 

50 µl Lösung 6, Reaktionsgefäß 2 mit 10 µl Lösung 3, Reaktionsge-

fäß 3 mit 10 µl Lösung 4 

2. Aktivierung der Festphase (µZipTip) mit 100%igem Acetonitril 

(ACN), zweimalige Wiederholung des Vorgangs  

3. Äquilibrierung durch schrittweises Absenken der ACN-

Konzentration, wozu ein fünffaches Aufziehen und Verwerfen der Lö-

sungen 3 bis 5 und ein zweimaliges Aufziehen und Verwerfen von 

Lösung 6 erfolgte 

4. Aufbringen der Probe auf die C18-ZipTip-Spitze mittels zehnmali-

gen Aufziehens 

5. Waschung mit 50 µl 1%ige Essigsäure (fünf Schritte je 10 µl) 

6. Elution der Peptide durch zunächst zehnfaches Auf- und Abpipet-

tieren mit 10 µl Lösung 4 und im Anschluss zehnfaches Auf- und Ab-

pipettieren mit 10 µl Lösung 3 

7. Vereinigung der Eluate in einem MS-geeigneten Mikroeinsatz für 

Autosampler-Flaschen 

8. Einfrieren bei –80 °C und Entfernen der Lösungsmittel mittels Lyo-

philisation 
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2.4 Tandemmassenspektrometrie 

Das Peptidom wurde mittels Massenspektrometrie (MS) nach Vor-

trennung der Peptide durch Flüssigchromatographie (LC) bestimmt. 

Für die Analyse wurde eine nanoAcquityUPLC (Waters Corporation, 

Washburn, MA, USA) mit einem Lineare Quadrupol-Ionenfalle (LTQ)-

Orbitrap-Velos-Massenspektrometer (Thermo Electron, Bremen, 

Deutschland) gekoppelt. Die Ionisierung erfolgte über eine Elektro-

spray-Ionisations-Quelle (ESI). 

Zur Konzentration der Peptide und zum nochmaligen Abtrennen ver-

bliebener niedermolekularer Substanzen wurden die Peptide zu-

nächst auf eine C18-Vorsäule geladen (nanoAcquity UPLC 2G-V/M, 

20 mm Länge, 180 µm Innendurchmesser (i. d.), 5 µm Partikelgröße, 

Waters Corporation). Die anschließende chromatographische Tren-

nung erfolgte auf einer analytischen High-Pressure-Liquid-

Chromatographie(HPCL)-Säule (nanoAcquity BEH130 C18-Säule, 

10 cm Länge, 100 µm i. d., 1,7 µm Partikelgröße, Waters Corporati-

on) bei einer Flussrate von 400 nL/min mit einer Laufzeit von 

92 Minuten über einen nichtlinearen Gradienten mit Eluent A (Wasser 

mit 0,1 % AA und 0,5 % Dimethylsufoxid [DMSO]) und Eluent B (ACN 

mit 0,1 % AA und 5 % DMSO) (siehe Tabelle 2, Anhang 1). Die Pep-

tide wurden im Data-Dependent-Modus erfasst. Für diesen Modus 

sind mehrere Schritte erforderlich, für die das Massenspektrometer 

automatisch zwischen dem LTQ-Orbitrap-MS (Thermo Electron 

Corp., Bremen, Deutschland) und dem LTQ-MS/MS wechselt. In der 

LTQ-Orbitrap wurden Ionen mit einem Masse-Ladungs-Verhältnis 

(m/z) von 325 bis 1525 bei einem Auflösungsvermögen von  

R = 30 000 mit einer Target-Ionenzahl von 1 × 106 erfasst. Die Span-

nung für die Ionisation betrug 1,5 bis 1,7 kV bei einer Kapillar-

Temperatur von 300 °C. Die Molekülmassen der eluierten Peptide 

wurden in der Orbitrap im ‚positiv‘- und im ‚profile‘-Modus analysiert.  

Die zwanzig intensivsten doppelt und dreifach geladenen Ionen wur-

den mittels kollisionsinduzierter Dissoziation (CID) mit einem Isolati-

onsfenster von 2Da und einer Target-Ionenzahl von 1 x 104 bei einer 
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maximalen Sammelzeit von 100 ms (MS/MS) fragmentiert. Bereits er-

fasste Ionen wurden anschließend für 60 Sekunden von der Frag-

mentierung ausgeschlossen. 

2.5 Datenanalyse 

Für die qualitative und quantitative Analyse der Massenspektromet-

riedaten wurde das Programm ‚Proteom Discoverer 2.2‘ (Thermo 

Scientific, Bremen, Deutschland) verwendet. Zur Identifikation der 

Peptide wurde die Software SEQUEST HT eingesetzt. 

Die Identifizierung der Peptide erfolgte anhand einer hauseigenen 

Datenbank (vgl. Howland et al. 2020), die 509 Proteine aus Mutter-

milch und 10 Keratine enthält. Diese Datenbank umfasste die Protei-

ne, die bei der Suche massenspektrometrischer Daten von direkt bei 

–80 °C gelagerten Muttermilchproben gegen die gesamte humane 

Datenbank (Uniprot 2019_03) identifiziert wurden. Die Einschränkung 

wurde vorgenommen, um die Analysezeit der Datenbanksuche zu 

reduzieren. Da die in der Muttermilch bei der Generierung der Pepti-

de wirkenden Proteasen divers sind, musste die Identifikation mit 

dem Parameter ‚unspecific cleavage site‘ durchgeführt werden, im 

Gegensatz zu für den gerichteten proteolytischen Verdauung eines 

Proteinextraktes sonst üblichen Parameter ‚tryptic cleavage site‘ nach 

Einsatz von Trypsin.  

Die MS-Rohdaten für die verschiedenen Lagerungsbedingungen 

(fünf Lagerungsbedingungen bei vier Frauen in vier technischen Rep-

likaten; n = 80) wurden gegen die hauseigene Proteindatenbank für 

Muttermilchproteine bzw. -peptide gesucht und mit der Human-

Proteom-FASTA-Datenbank verglichen (Uniprot 2019_03). Als Pep-

tid-Massentoleranz wurden 10 ppm, als Fragment-Massentoleranz 

0,6 Da gewählt. Als variable Modifikation wurde eine Oxidation am 

Methionin oder eine Acetylierung am N-terminalen Ende eines Pro-

teins zugelassen.  

Nur Peptide mit einer Falschpositivrate von unter 1 % wurden in der 

weiteren Analyse berücksichtigt. Bioaktive Peptide wurden anhand 



11 

der human milk protein peptide database annotiert (vgl. Nielsen et al. 

2017). Zur Bestimmung von Spaltstellen durch Proteasen wurde die 

MEROPS-Datenbank verwendet (vgl. Rawlings et al. 2018). Die Ana-

lyse der N- und C-terminalen Peptidenden erfolgte über die Suchma-

schine ‚WebLogo‘ (https://weblogo.berkeley.edu/; vgl. Crooks et al. 

2004).  

Um den Einfluss der Lagerungsbedingungen auf die Fülle der ent-

standenen Peptide darzustellen, wurde zunächst eine Eingrenzung 

auf vierzehn Proteine vorgenommen (siehe Tabelle 3, Anhang 1). 

Diese Proteine repräsentieren jeweils die zehn Proteine mit den 

höchsten Intensitäten je Probe. Für diese Proteine wurden die auf-

summierten Peptidintensitäten nach Lagerung bei –80 °C und bei 

Raumtemperatur für 24 h mittels zweiseitigem t-Test über die Mittel-

werte der Proteinsignalintensität in den Replikaten pro individueller 

Muttermilchprobe verglichen. 

Die Variation zwischen den Muttermilchproben der verschiedenen 

Mütter und der  Einfluss der Lagerungstemperatur wurden mittels 

Hauptkomponentenanalyse (HKA) aller identifizierten Peptide pro 

Probe über die Komponenten ‚Mutter‘ und ‚Lagerungsbedingungen‘ 

dargestellt. 
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3. Ergebnisse 

In diesem Kapitel werden die publizierten Daten zu den Lagerungs-

bedingungen von Muttermilchproben zusammengefasst (vgl. How-

land et al. 2020). In der vorliegenden Arbeit wurden der Einfluss der 

Lagerungsbedingungen auf die Zusammensetzung und die Varianz 

des Muttermilchpeptidoms untersucht. Zusätzlich wurde die Pro-

tease-Schnittstellen untersucht, um Rückschlüsse auf den Einfluss 

der Lagerungsbedingungen auf die Aktivität der in der Muttermilch 

enthaltenen Proteasen ziehen zu können. 

3.1 Einfluss der Lagerungsbedingungen auf die Zu-

sammensetzung des Muttermilchpeptidoms 

In den Proben der vier Probandinnen wurde zum Zeitpunkt 1 des La-

gerungsversuches eine Gesamtzahl von 3237 verschiedenen Pepti-

den aus 204 Proteinen identifiziert. Abhängig von der Lagerungsbe-

dingung nahm die Anzahl der Peptide und der daraus identifizierten 

Proteine leicht ab: 204 bis 201 (−20 °C, 120 h), 188 (4 °C, 6 h), 189 

(RT, 6 h) und 187 (RT, 24 h). Peptide von acht weiteren Proteinen 

wurden erst nach der Lagerung identifiziert, nicht aber in der Kon-

trollprobe (direkte Lagerung bei –80 °C). Somit wurden insgesamt 

Peptide von 212 Proteinen gefunden. Obwohl die Anzahlen an Pepti-

den bei den verschiedenen Lagerungsbedingungen unterschiedlich 

waren, konnte kein Muster entdeckt werden, das diese Veränderung 

erklärt. Die Anzahlen der Peptide in den Proben der Probandinnen 

variierten deutlich (A: 1349, B: 2042, C: 2200, D: 782). 

Wie erwartet stammten die meisten Peptide in allen vier Proben vom 

Protein Beta-Casein (CSN2) ab, insgesamt zwischen 33 % und 72 % 

der Peptide. In den Proben stammten über 90 % der Peptide von den 

zehn Proteinen mit der höchsten Abundanz ab. Insgesamt ergab sich 

daraus eine Summe von vierzehn Proteinen (sieh Tabelle 3 Anhang 

1). Andere hoch abundante Peptide gingen aus den Proteinen alpha 

S1-casein (CSN1S1), polymeric immunoglobulin receptor (PIGR), 

butyrophilin subfamily 1 member A1 (BTN1A1) oder osteopontin 
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(SPP1) hervor. Unterschiede zwischen den Proben zeigten sich bei 

Peptiden, die von den Proteinen macrophage mannose receptor 1 

(MRC1, Range 0,4 bis 4,1 %) und complement C4-A abstammten 

(C4A, Range 0,1 bis 2,2 %).  

Der Anteil der Peptide am Gesamtpeptidom war unabhängig von den 

verschiedenen Lagerungsbedingungen relativ stabil, mit Ausnahme 

der Lagerung bei Raumtemperatur für längere Zeit. Hier nahm die 

Anzahl der Peptide, die vom Beta-Casein abstammten, signifikant zu 

(10 bis 30 %), während die relative Fraktion von Peptiden aus PIGR, 

BTN1A1 und MUC1 z. T. um mehr als 50 % abnahm.  

3.2 Varianz des Muttermilchpeptidoms aufgrund ver-

schiedener Lagerungsbedingungen 

Die Analyse des Einflusses der vier Lagerungsbedingungen auf die 

Peptidintensität zeigte interindividuelle Effekte zwischen den Proben 

der vier Probandinnen (A bis D). Die durch die verschiedene Lage-

rung bedingte Varianz lag zwischen 25,4 % in Milchprobe C und 

40 % in Milchprobe A. Die technische Varianz, bedingt durch die 

Probenverarbeitung und die Messmethode, betrug 15,6 % und die 

biologische Varianz 56 %. Diese Ergebnisse wurden durch eine 

mehrstufige Hauptkomponentenanalyse über alle identifizierten Pep-

tide bestätigt. 

Des Weiteren ergab die Hauptkomponentenanalyse, dass die Lage-

rung bei Raumtemperatur für 24 h im Vergleich zu den anderen La-

gerungsbedingungen den größten Effekt auf das Peptidmuster der 

Muttermilchproben hatte (siehe Abbildung 2). Auch in den Mutter-

milch Proben, die bei –4 °C für 6 h gelagert wurden zeigte sich eine 

erhöhte Peptidsignalintensität. Die Analyse des Effektes der ver-

schiedenen Lagerungsbedingungen auf individuelle Peptide bestätig-

te dies. In den Proben wurde sowohl eine Zu- als auch eine Abnah-

me von Peptiden beobachtet. Dennoch verschwand eine Mehrzahl 

der Peptide, nur wenige Peptide waren erst nach längerer Lagerung 

bei Raumtemperatur, im Vergleich zu direktem Einfrieren bei –80 °C, 
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sichtbar. Insgesamt zeigten nur wenige Peptide ein konstantes Ver-

halten über alle Proben hinweg. 

 

Abbildung 2: Hauptkomponentenanalyse 

Die Hauptkomponentenanalyse aller Peptide der einzelnen Proben zeigt die 

große Varianz zwischen den Peptidmustern der einzelnen Muttermilchpro-

ben der Probandinnen (A, B, C, D) und dass die Lagerung bei RT für 24 h 

den größten Effekt auf das Peptidmuster hat (Howland et al. 2020). 

3.3 Identifikation von Proteasespaltstellen abhängig 

von den Lagerungsbedingungen 

Zuletzt wurden die Aminosäuren an den N- und C-terminalen Peptid-

enden identifiziert und verglichen. Hierfür wurden die direkt bei  

–80 °C eingefrorenen Proben und die Proben, die zunächst 24 h bei 

Raumtemperatur gelagert wurden, analysiert und verglichen. Am N-

Terminus der Peptide kamen in den Proben, die bei Raumtemperatur 

gelagert wurden, die Aminosäuren Glutamat und Aspartat seltener 

vor als bei den Proben, die direkt eingefroren wurden. Serin und Leu-

cin hingegen waren häufiger enthalten. Am C-Terminus waren Leucin 

und Prolin in den direkt eingefrorenen Proben die häufigsten Amino-

säuren. In den Proben, die 24 h bei Raumtemperatur gelagert wur-

den, nahm die Anzahl an Leucin und Prolin am C-Terminus sogar 

noch zu, zusätzlich wurde Glutamat häufig gefunden.
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4. Diskussion und Fazit 

Ein besseres Verständnis des Muttermilchpeptidoms ist unverzicht-

bar, um die Ernährung von Neugeborenen zu optimieren und damit 

auch die Überlebenschancen von Frühgeborenen zu verbessern. Um 

den Einfluss von Sammelmethoden und Lagerungseffekten auf Mut-

termilch zu reduzieren, sollten standardisierte Prozedere verwendet 

werden. Dies erfordert bessere Kenntnisse über den Einfluss der 

präanalytischen Konditionen auf die Stabilität des Muttermilchpep-

tidoms. Aktuelle Empfehlungen zur optimalen Lagerungsdauer und 

Temperatur von Frauenmilch fokussieren sich vor allem auf bakteriel-

le Kontaminationen und die Veränderung von Makronährstoffen (vgl. 

Weaver et al. 2019; vgl. Eglash et al. 2017). Kenntnisse zum Einfluss 

von Lagerungs- und Temperatureffekten auf das Muttermilchpep-

tidom sind nicht nur für die Vergleichbarkeit wissenschaftlicher Stu-

dien relevant, sondern auch im klinischen Kontext. Langfristig ist die 

Frage zu klären, ob durch die derzeitigen Praktiken bei der Verwen-

dung von Spendermilch der maximale Nutzen aus der Muttermilch 

gezogen wird oder die Lagerung und die Verarbeitung von Mutter-

milch den Säuglingen schaden.  

Die Zeitintervalle, die im Rahmen dieser Studie gewählt wurden, sind 

realistische Beispiele für die Bedingungen, die in der Häuslichkeit, in 

Krankenhäusern, beim Sammeln von Muttermilch für Frauenmilch-

bänke oder während des Transports von Muttermilch für wissen-

schaftliche Studien vorkommen könnten (vgl. Howland et al. 2020). 

Es gibt bisher keine vergleichbaren Studien zu Temperatur- und La-

gerungseffekten auf das Muttermilchpeptidom.  

Die vorliegenden Daten zeigen, dass die Verteilung der Peptide über 

die verschiedenen Lagerungsbedingungen hinweg relativ stabil 

bleibt, mit Ausnahme der Lagerung bei Raumtemperatur. Die Verän-

derungen der Peptide sind nach einer Lagerung bei Raumtemperatur 

über 24 h am größten. Die Auswirkungen, die die lagerungsbedingten 

Veränderungen im Peptidom auf den Säugling haben, müssen noch 

genauer untersucht werden. Einerseits ist es denkbar, dass positive 
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Effekte der bioaktiven Peptide verloren gehen. Andererseits könnten 

durch die Veränderung der Peptide neue Peptide mit unvorhergese-

hener Wirkung entstehen, die vom Säugling aufgenommen werden 

und eventuell einen negativen Einfluss auf dessen Gesundheit ha-

ben. Bis diese Frage geklärt ist, sollte dringend dazu geraten werden, 

das 2019 veröffentlichte Statement der EMBA zur Lagerung gespen-

deter Frauenmilch (vgl. Weaver et al. 2019), in dem vor dem Einfrie-

ren eine Lagerung der Frauenmilch bei Raumtemperatur bis zu 24 h 

akzeptiert wird, zu ändern und anstelle dessen eine Lagerung bei 

Raumtemperatur bis maximal 4 h zu empfehlen. 

Veränderungen des Muttermilchpeptidoms bei Raumtemperatur kön-

nen auf das proteolytische System der Muttermilch zurückgeführt 

werden. Muttermilch hat nicht nur die optimale Nährstoffzusammen-

setzung, um die Entwicklung des Neugeborenen zu fördern, sondern 

enthält auch Werkzeuge, um diese Nährstoffe zugänglich zu machen, 

zum Beispiel die Proteasen Carboxypeptidase B2, Kallikrein, Plas-

min, Elastase, Thrombin und Zytosol-Aminopeptidase. Diese Pro-

teasen haben ihr Temperaturoptimum bei Körpertemperatur (vgl. 

Chan et al. 2021). 

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass durch Lagerung bei Raumtempera-

tur im Vergleich zum direkten Einfrieren bei –80 °C einerseits eine 

Zunahme von Peptiden auftritt. Andererseits gibt es eine große An-

zahl an Peptiden, die sich nach der Lagerung bei Raumtemperatur 

nicht mehr nachweisen lassen und offenbar über die Zeit abgebaut 

werden.  

Die Zunahme der Peptide nach der Lagerung bei Raumtemperatur 

lässt die Schlussfolgerung zu, dass Proteasen auch bei niedrigeren 

Temperaturen als 37 °C aktiv sind. Anhand der Muster der Amino-

säuren am N- und C-Terminus der Peptide, die die Proteaseschnitt-

stellen widerspiegeln, kann darauf geschlossen werden, dass bei 

Raumtemperatur in erster Linie Proteasen, die Substrate an den 

Aminosäuren Arginin, Lysin und Glutamat schneiden, aktiv sind. In 

Frauenmilch trifft das auf die Proteasen Plasmin und Carboxypep-
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tidase B2 zu (vgl. Rawlings et al. 2018). Aber auch das Enzym 

Thrombin könnte eine Rolle spielen, da nach Lagerung der Mutter-

milch bei Raumtemperatur vor allem auch die Aminosäure Prolin am 

Peptid-N-Terminus gefunden wurde, Thrombin aber auch an Arginin 

und Lysin spaltet.  

Das vollständige Verschwinden einer großen Anzahl an Peptiden 

nach der Lagerung ist wahrscheinlich ebenfalls Folge der proteolyti-

schen Spaltung der Peptide. Die abnehmende Stabilität des Mutter-

milchpeptidoms bei Raumtemperatur steht im Gegensatz zur Stabili-

tät des Peptidoms in anderen Körperflüssigkeiten. In Blutproben zum 

Beispiel ist das Peptidom stabiler, wenn die Proben bei Raumtempe-

ratur gelagert werden, da es beim Einfrieren und Auftauen von Blut-

proben zur Hämolyse kommt, wodurch zusätzliche Proteasen aus 

den Zellen freigesetzt werden (vgl. Böttger et al. 2017). Ähnliche 

Vorgänge könnten auch in Muttermilch eine Rolle spielen. Bezogen 

auf in der Muttermilch enthaltene Proteine ist bekannt, dass Einfrie-

ren von Muttermilch zu einer Reihe physikalischer Veränderungen 

führen kann, zum Beispiel einer Veränderung von Kaseinmizellen 

oder dem Aufreißen der fat globule membrane und der daraus fol-

genden Freisetzung der in ihr enthaltenen Proteine (vgl. García-Lara 

et al. 2012). Ob eine Sekretion zusätzlicher Proteine aus den in der 

Muttermilch enthaltenen Zellen nach der Lagerung einen Einfluss auf 

die Zusammensetzung der Frauenmilch hat, ist noch nicht genauer 

untersucht worden. Es ist jedoch davon auszugehen, dass ein kom-

pletter Abbau der Peptide durch Proteasen und die Bindung von Pep-

tiden an Lipide bei der verringerten Peptidsignalintensität eine Rolle 

spielen (vgl. Dallas et al. 2016). 

Die deutliche biologische Varianz der Proben ist unter anderem durch 

Faktoren wie den Laktationsstatus, das Alter und die Ernährung der 

Mutter sowie den Gesundheitsstatus und die physische Aktivität von 

Mutter und Kind bedingt, die auch den Proteingehalt der Muttermilch 

beeinflussen (vgl. Zhu et al. 2021; vgl. Batista Campanhon et al., 

2019). In der vorliegenden Studie standen jedoch die durch die Lage-

rung hervorgerufenen Veränderungen im Vordergrund, sodass nicht 
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genauer auf den Einfluss dieser Faktoren eingegangen wird. Es ist 

jedoch anzunehmen, dass die biologischen Unterschiede im Mutter-

milchpeptidom einen Einfluss auf die Gesundheit der Neugeborenen 

haben. So wurde gezeigt, dass psychologischer Stress und Schmer-

zen während der Geburt zu einem erhöhtem β-Endorphin-Spiegel im 

Kolostrum reifgeborener Säuglinge führen. β-Endorphin ist ein natür-

liches, Opiat-ähnliches Peptid, das dem Neugeborenen erleichtert, 

sich an den durch die Geburt bedingten Stress anzupassen (vgl. 

Ombra et al. 2008). Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass das 

Muttermilchpeptidom eine bedeutende Rolle in der Prävention der 

NEC bei Frühgeborenen spielt (vgl. Wang et al. 2019). In zukünftigen 

Studien muss daher geklärt werden, wie biologische und soziale Fak-

toren das Muttermilchpeptidom beeinflussen.  

Aktuell laufen an der Universitätsmedizin Greifswald bereits drei Fol-

gestudien zum Einfluss mütterlicher und kindlicher Faktoren auf das 

Muttermilchpeptidom. Untersucht werden die Auswirkungen von psy-

chischem Stress in der Schwangerschaft zu verschiedenen Laktati-

onszeitpunkten (vgl. Bischoff et al. 2019), der Einfluss von Schwan-

gerschaftsdiabetes sowie Unterschiede im Muttermilchpeptidom von 

Müttern von frühgeborenen und Müttern von reifgeborenen Kindern.  

Bei der vorliegenden Arbeit muss berücksichtigt werden, dass sie die 

erste Untersuchung zum Einfluss von Lagerungsbedingungen auf 

das Muttermilchpeptidom ist. Aus diesem Grund ließ sich keine Ef-

fektstärke berechnen. Die relativ kleine Probandenanzahl (vier Müt-

ter) bewegt sich im Rahmen der Probandenzahl weiterer Peptidom-

studien (vgl. Zhu et al. 2021; vgl. Zhou et al. 2019). Ein Vorteil der 

Arbeit ist, dass die geringe Probandenzahl die Möglichkeit bietet, die 

Auswirkung der Lagerung auf Einzelproben individueller Mütter zu 

betrachten anstatt Sammelproben, die von mehreren Müttern stam-

men, zu untersuchen. Obwohl es in der Peptidomforschung gängige 

Praxis ist, Sammelproben zu analysieren, sind die biologische Vari-

anz von Muttermilch und die zunehmende Bedeutung der personali-

sierten Medizin wichtige Argumente für einen Wechsel hin zur Analy-

se von Einzelproben.  
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Zuletzt ist im Zusammenhang mit der Verwendung von Frauenmilch 

im klinischen Alltag zu bedenken, dass sich nach dem Einfrieren von 

Muttermilch der Nährstoffgehalt verringert und keine lebenden Zellen 

mehr in ihr enthalten sind (vgl. García-Lara et al. 2012). Es sind wei-

tere Studien notwendig zum Beispiel um zu klären ob eine Lagerung 

bei 4 bis 6 °C über maximal 42 h könnte einen Kompromiss darstellt, 

denn bezüglich des Proteoms scheint es nur zu geringen Verände-

rungen zu kommen (vgl. Zhang et al. 2020). In der vorliegenden Stu-

die fand sich eine etwa 20%ige Abweichung im Vergleich zur Lage-

rung bei – 80 °C. In einer aktuellen Interventionsstudie wird bereits 

untersucht, ob frische, unpasteurisierte Muttermilch, die innerhalb 

von 4 h verabreicht wird, einen klinischen Vorteil gegenüber prozes-

sierter und im Tiefkühler gelagerter Muttermilch hat (vgl. Sun et al. 

2020). 

Zusammenfassend lässt sich anhand der vorliegenden Ergebnisse 

empfehlen, Frauenmilch für Peptidomstudien direkt bei mindestens  

–20 °C zu lagern oder sie maximal für einen Überbrückungszeitraum 

von 6 h bei 4 °C zu lagern und im Anschluss bei –80 °C einzufrieren. 

Im klinischen Umgang mit Muttermilch müssen zusätzlich die negati-

ven Einflüsse der Lagerung bei niedrigen Temperaturen berücksich-

tigt werden. Von einer Lagerung bei Raumtemperatur bis zu 24 h, die 

in der aktuellen europäischen Richtlinie zur Lagerung von Spender-

milch empfohlen wird, ist jedoch abzuraten. 
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Zusammenfassung 

Frauenmilch ist die beste Nahrung in den ersten sechs Lebensmonaten. 

Bioaktive Peptide in der Muttermilch scheinen eine große Rolle bezüglich 

deren präventiver Wirkung zu spielen. In den letzten Jahren hat sich die 

Methode der Massenspektrometrie zur Erforschung des Peptidoms rasant 

entwickelt. Aber es fehlt noch an Grundlagenforschung und einheitlichen 

Protokollen zur präanalytischen Verarbeitung der Muttermilchproben. Stu-

dien sind daher nur bedingt vergleichbar. Nicht nur für die Wissenschaft, 

sondern auch im klinischen Kontext ist es für den Einsatz von Spender-

frauenmilch erforderlich, den Einfluss verschiedener Lagerungsbedingun-

gen auf das Muttermilchpeptidom zu kennen.  

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden anhand der Muttermilchpro-

ben von vier Spenderinnen vier verschiedene Lagerungsbedingungen mit 

anschließender Lagerung bei –80 °C, die im klinischen Alltag (Lagerung 

bei –20 °C für 120 h), beim Transport von Muttermilchproben (Lagerung 

bei 4 °C für 6 h) oder in der häuslichen Umgebung der Frauen (Lagerung 

bei Raumtemperatur für 24 h bzw. 4 h) vorkommen, untersucht. Die Pro-

ben wurden mit direkt bei –80 °C gelagerten Proben verglichen.  

Die Ergebnisse zeigen eine sinkende Anzahl an identifizierbaren Proteinen 

mit steigender Temperatur. Vor allem nach der Lagerung bei Raumtempe-

ratur über 24 h nahm die Signalintensität vieler Peptide entweder ab oder 

die Peptide verschwanden komplett. Eine Erklärung könnte sein, dass die 

in der Muttermilch enthaltenen Proteasen bei Raumtemperatur weiterhin 

aktiv sind und zur proteolytischen Spaltung der Proteine führen.  

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse ist zu empfehlen, Frauenmilch für 

Peptidomstudien direkt bei mindestens –20 °C zu lagern und im Anschluss 

bei –80 °C einzufrieren. Im klinischen Umgang mit Muttermilch müssen 

zusätzlich die negativen Einflüsse der Lagerung bei niedrigen Temperatu-

ren berücksichtigt werden. Von einer bis zu 24-stündigen Lagerung bei 

Raumtemperatur, ist dringend abzuraten. 
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Anhang 1: Tabellen 

Tabelle 1: Zusammensetzung der Lösungen, die zur 

Äquilibrierung und Entsalzung genutzt wurden 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Quelle: eigene Darstellung 

Lösung 

Nr. 

 100-%-
ACN 

hochreines 
H20 

5-%-AA 100-%-AA 

1 5-%-AA - 19 000 µl - 1000 µl 

2 100-%-ACN 500 µl - - - 

3 80-%-ACN,  

1-%-AA  

400 µl 
- 

100 µl - 

4 50-%-ACN,  

1-%-AA 

250 µl 150 µl 100 µl - 

5 30-%-ACN,  

1-%-AA 

150 µl 250 µl 100 µl - 

6 1-%-AA - 800 µl 200 µl - 

7 Puffer A (2-
%-ACN in 
0,1-%-AA) 

10 µl 480 µl 10 µl  
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Tabelle 2: Zusammensetzung des Gradienten in der 

Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (UPLC)-

Elution der Peptide vor der MS-Detektion 

 

      

Quelle: eigene Darstellung 
 

  

 

Laufzeit/Dauer Anteil Puffer A Anteil Puffer B 

2 min 99 bis 95 % 1 bis 5 % 

63 min 95 bis 75 % 5 bis 25 % 

25 min 75 bis 40 % 25 bis 60 % 

2 min 40 bis 1 % 60 bis 99 % 
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Tabelle 3: Name, Gen-Name, Funktion und Lokalisation der vierzehn Proteine, welche die 

zehn abundantesten Peptide in allen Proben repräsentieren 

Name des Proteins 
Name 

des Gens 
Funktion Lokalisation 

Beta-casein CSN2 Regulation Extrazellularraum 

Polymeric immunoglobulin receptor (PIgR) PIGR andere Bestandteil der Zellmembran 

Butyrophilin subfamily 1 member A1 (BT) 

BTN1A1 

adaptive  

Immunantwort Bestandteil der Zellmembran 

Complement C4-A (Acidic complement C4)  C4A 

adaptive  

Immunantwort extrazelluläre Exosomen 

Macrophage mannose receptor 1 (MMR)  

MRC1 

zelluläre Antwort 

auf Cytokine Bestandteil der Zellmembran 

Alpha-S1-casein  CSN1S1 Hormonantwort extrazellulärer Raum 

Mucin-1 (MUC-1)  MUC1 Stress-Antwort Bestandteil der Zellmembran 

Complement C3  C3 

adaptive  

Immunantwort extrazelluläre Exosomen 

Fibrinogen alpha chain  FGA 

adaptive  

Immunantwort extrazelluläre Matrix 

Kappa-casein CSN3 Transport extrazellulärer Raum 
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Bile salt-activated lipase (BAL) CEL Stoffwechsel Bestandteil der Zellmembran 

Osteopontin SPP1 Hormonantwort extrazelluläre Exosomen 

Perilipin-2 (Adipophilin)  PLIN2 Antwort Fetttröpfchen 

Golgi apparatus protein 1 (CFR-1) GLG1 Zellmigration extrazelluläre Matrix 

          

         Quelle: Eigene Darstellung 
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