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INTRODUCTION
ALA is mainly an IgE-mediate type-l hy—

persensitivity reaction and delayed type hy-
persensitivity reactions are less frequently

reported (Lutsky & Neuman 1975, Lee

1987, ABPI 1987). More than half of the
individuals who develop ALA have specific
IgE antibodies which can be detected either
by skin prick test (55 0/o of ALA individuals

are positive) or by Radio-Allergo-Sorbent-
Test (RAST) (62 0/o of ALA individuals are
positive). Almost all ALA individuals with

asthmatic symptoms are positive in skin

prick test and RAST (ABPI 1987). In the

type—l hypersensitive individuals the pro—
duced IgE molecules become fixed to IgE

receptors on mast cells in the connective

tissue or basophilic leucocytes in the blood
circulation. A subsequent cross binding of
allergen to several IgE molecules on the sur-

face of the cell results in cell degranulation

and release of enzymes and mediators (vaso—
active amines, prostaglandins, interleukins

etc) which induce biological processes lead-

ing to the allergic symptoms.

In some laboratory animal facilities the pre-
valence of ALA exceeds 30% (ABPI 1987)

and ALA must be considered a major occu-
pational health problem. However, some

uncertainty exists regarding the actual pre-

valence of ALA and the following problems
should be considered:

1) Types and prevalence ofALA symptoms.

2) Connection between symptoms and occu-

pational exposure.
3) Multifactorial effects on incidence of

ALA.
4) Possibility of preventing the development

ofALA

1. TYPE AND PREVALENCE 0F ALA
SYMPTOMS

Based mainly on questionnaires several stu—

dies have described prevalence of allergic

symptoms between 19—30 percent of the

workers routineously exposed to laboratory

animals (i.e. scientists, animal technicians
and animal caretakers) (Taylor er a1. 1976,
Gross 1980, Cockcrofl et al. 1981, Slovak &
Hill 1981, ABPI 1987, Lee 1987), and of
these 7—15 0/0 develop asthma (Taylor et al.
1976, Cockcroft er a1. 1981, Lee 1987).
Some studies report that a substantial frac-

tion of the workers stopped to work with

laboratory animals due to ALA (Taylor et
al. 1976, Davies & McArdle 1981). An in-

cidence of ALA between 7—14% has been
reported (Lutsky &. Neuman 1975, Kibby et
a1. 1989).
Table 1 summarize the prevalence of the

fours major ALA smptoms.

2. CONNECTION BETWEEN

SYMPTOMS AND
OCCUPATIONAL EXPOSURE

In the majority of prevalence studies the

prevalence of the allergic symptoms among

laboratory animal workers was calculated
without confirming by provocation tests or

skin prick test that the symptoms were in-

duced by laboratory animal allergens. Con-

sequently, these studies did not take into

consideration the prevalence of these symp—

toms occurring in the normal p0pu1ation not

exposed to laboratory animals. Davies &

McArdle (1981) found that 19.5 0/o of indivi—
duals working with laboratory animals and
13.4 0/o of the non-exposed control group de-
veloped allergic symptoms. The animal wor-
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Table 1. Prevalence ofALA symptoms.
 

Prevalence (0/0)

 

Symptom Ref. 1 Ref. 2 Ref. 3 Ref. 4 Ref. 5

Rhinitis 15 17 15 24 16
Conjunctivitis 15 10 n.d. n.d. 16
Ui‘ticaria 9 11 n.d. 6 10
Asthma 10 9 7.6 15 5
Total 15 23 15 27 22
 

1. Lutsky & Newman 1975.
2. Taylor e! a]. 1976.
3. Gross 1980.
4. Cockcrofl el al. 1981.
5. Beeson er a1. 1983.

ker group contained significantly more indi-

viduals with asthma. In agreement, Lutsky el

al. (1986) later determined the prevalence of
rhinitis and asthma among laboratory ani-

mal workers as compared with a non-ex-

posed control group (Table 2). This study

demonstrated the same high prevalence of

rhinitis in both groups whereas the preval-
ence of asthma was significantly higher
among the laboratory animal workers. Thus,

registration of weak allergic symptoms (i.e.
rhinitis) without identifying the causal aller-

gens may have no or limited validity when
the prevalence ofALA is to be determined.

3. MULTIFACTORIAL EFFECTS
ON INCIDENCE 0F ALA

In an early study of Lutsky & Neuman
(1976) approximately half of 39 laboratory

animal facilities experienced a high preval-

ence of ALA whereas the remaining facili-

ties only rarely had cases of ALA. Similarly,

Cockcroft el al. (1981) compared three ani-

Table 2. Prevalence of rhinitis and asthma among
laboratory animal workers and unexpo-
sed control persons.
 

 

Symptom Lab. ani. Control
workers

Rhinitis 26 0/o 24 0/0 NS.
Asthma 19 0/0 5 0/o P < 0.005
 

Lulsky er a1. 1986.
NS. = not significant.
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mal facilities and found 40 0/0, 26%, and

11 0/o prevalence ofALA, respectively. In ge-
neral, a low incidence of ALA might merely
reflect that some facilities do not recognize

ALA with rhinoconjunctivitis and/or urti—
caria as a occupational health problem.

However, a strong clinical ALA manifesta-

tion such as asthma is not likely to remain
unrecognized, and the prevalence of ALA

is also often reported to vary greatly be—

tween different laboratory animal facilities
(Table 1).
The development and triggering of allergic

reactions might be dependent on several fac-
tors related to allergen exposure (i.e. type

and concentrations of allergens, route of

exposure etc.; ABPI 1987, Kirby er a1.

1989), working procedures (simultaneous

exposure to irritants, use of ventilation and

air filter systems etc. ABPI 1987), personal

genetics and personal life style (i.e, smoking

habits; Venables et a]. 1989). Thus, it is pos—

sible that differences in the prevalence of
ALA might reflect multifactorial differences

between the laboratory animal facilities. A
detailed comparative study between facilities

with low respectively high prevalence or in-

cidence of ALA might provide important in—

formation on the occupational health risk

factors.

4. POSSIBILITY OF PREVENTING
THE DEVELOPMENT OF ALLERGY

Reduction ofallergen exposure:
It is well known, that sensitization with re—

spect to IgE-mediated type-I hypersensitivity

can occur at extremely low concentrations

of allergens, whereas development of cell-

mediated type-IV hypersensitivity requires

sensitization at high allergen concentrations.
Consequently, no lower allergen concentra-

tion exits below which the possibility of sen-
sitization can be ruled out. In a prospective

study Kibby er a1. (1989) found no correla-
tion between the degree of allergen exposure

and the incidence of ALA. However, a sign-

ificant positive correlation was observed be-

tween degree of allergen exposure and pre-
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valence of ALA, indicating that a high de-

gree of exposure on a long term basis (seve-
ral years) might result in an increased num-

ber of individuals suffering from ALA.
Furthermore, triggering of allergic reactions
in sensitized individuals are dependant on

the exposure dose of allergen, and reduction

of exposure might reduce the incidence of
severe allergic reactions (i.e. asthma and
anaphylactic shock) (Slovak & Hill 1981).

The allergen exposure is highly dependant
on the task. A recent study demonstrated

that feeding and cleaning resulted in the
highest exposure to airborne rat allergen, in-
jection and handling resulted in medium
exposure whereas only limited exposure was

associated with surgery or sacrifice (Eggle—
ston et al. 1989).

Consequently, it is now generally believed
that a reduction in allergen exposure (im-
proving ventilation and working procedures)
results in a reduction of the incidence of
severe ALA (Slovak & Hill 1981, ABPI
1987, HSC 1990).

Pre—employment test for alopy.‘
Several studies have demonstrated that indi-

viduals with an atopic pre-disposition have

an increased risk of developing ALA (Gross

1980, Beeson et al. 1983, Osman 1989).
Cockcroft et al. (1981) and Slovak & Hill
(1981) found, that atopic individuals were

not more likely than non-atopic individuals
to have animal—related allergic symptoms in
general, but the atopic individuals were

more likely to have asthma. In contrast,

several studies did not observe at significant

correlation between a pre—employment hi-

story of atopy and the subsequently inci-

dence of ALA (Davies & McArdle 1981,

Kibby et a1. 1989).
Pre-employment tests using skin prick tests

with selected standard allergens suggest that

33 0/o of the population has an atopic pre-

disposition, and among these only approx—

imately 30% will develop ALA (Osman

1989). Consequently, pre-employment tests

for atopic pre-disposition will exclude a
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large fraction of the population from work-

ing with laboratory animals.

Medical treatment:

Several studies have demonstrated that pre-

exposure treatment with disodium cromo-

glycate reduced the bronchial challenge sen-

sitivity in nearly all patients tested (Neuman

& Lutsky 1976, Cross 1980).

Hyposensitization therapy:

Wahn & Siraganian (1980) describe the use

hyposensitization therapy in the treatment
of ALA. The therapy resulted in increased

serum concentrations of blocking antibodies

and a decreased sensitivity to allergen ex-
posure in nine of 11 patients. Therapy was
discontinued in four patients and in all cases

the effect of the therapy was transient and

after 24 months no beneficial effects of the

therapy could be observed. Thus, hyposen-

sitization therapy is not considered generally

applicable in dealing with ALA.

C0NCL USIONS
Uncertainty regarding actual incidence, mul-

tifactorial effects, value of pre-employment

test for atopy.

Summary ofdiscussion
The prevalence of asthma was discussed. A litera-
ture survey done by Richard Fosse and the opi-
nion and facts from the group give an approxi-
mate estimation of 2—4 0/0. This figure is disturb—
ingly high and must go down in the future.
After this the levels of antigen exposure were sub-
Ject of discussion. The opinion on the significance
of the levels varies, and also the impact of daily
massive versus intermittent exposure must be
scrutinized.
There is a difference in prevalence of ALA among
anifrfnal caretakers and scientific members of the
sta .
Personal samplers may give answers to individual
levels of exposure and result in advice on good
working habits in order to reduce the exposure.
A theory was put forward that early in lfe expo-
sure to animals may be of importance, and it was
stressed that laboratory animal caretakers and re-
searchers are recruited from different categories.
It was discussed whether atopic persons should be
excluded from work with animals. The general
opinion was no. It is not possible or desirable to
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do so. The individuals should be carefully infor-
med about the risks and symptoms of allergy, and
measures should be taken in order to minimize
the risks.
It was pointed out that not only animals, but also
bedding can be a problem.
Finally the nature of antigens was discussed. This
is not always known, but rats and their urinary
proteins result in the most frequent allergies. Rab-
bits’ hair and probably saliva and urinary proteins
as main allergens rank second.

Ref érences
ABPI: Advisory note on allergy to laboratory ani-

mals. Prepared by ABPI (The Association of
the British Pharmaceutical Industry), 12
Whitehall, London SW1A 2DY. Marts 1987.

Beeson IMF, Dewdney JM, Edwards RG, Lee D,
Orr RG: Prevalence and diagnosis of labora-
tory animal allergy. Clinical Allergy 13, 422—
433 (1983).

Cockcroft A, Edwards J, .McCarthy P, Anderson
N: Allergy in laboratory animal workers. The
Lancet, April 11, 827—830 (1981).

Davies GE, McArdle LA: Allergy to laboratory
animals: A survey by questionnaire. Int.
Archs Allergy appl. Immunol. 64, 302—307
(1981).

Eggleston PA, New]! CA, Ansarz‘ AA, Pustelnik A,
Lou S-R, Evans [11 R, Marsh DG, L(mgboz—
10m JL, Corn M: Task—related variation in
airborne concentrations of laboratory animal
allergens: Studies with Rat n I. J. Allergy Clin.
Immunol. 84, 347—352 (1989).

Gross NJ: Allergy to laboratory animals: Epidemi-
ologic, clinical, and physiologic aspects, and a
trial of cromolyn in its management. J . Aller-
gy C1in.Immunol. 66, 158—165(1980).

162

HSC: Health & Safety Commission 1990. What
you should know about allergy to laboratory
animals. Health and Safety Executive, Library
and Information Services, Broad Lane, Shef—
field S3 7HQ.

Kibby T, Powell G, Cromer J: Allergy to labora-
tory animals: A prospective and cross~sectional
study. J. Occupat. Med. 31, 842—846 (1989).

Lee D: Occupational Allergy to Laboratory Ani-
mals. J. R. S. H. 3, 98—99 (1987).

Lutsky II, Newman 1: Laboratory animal dander
allergy: I. An occupational disease. Annals of
Allergy 35, 201—205 (1975).

Lutsky II, Baum GL, Teichlahl H, Mazar A, Al'—
zer F, Bar-Sela 5: Respiratory disease in ani-
mal house workers. Eur. J. Respir. Dis. 69,
29—35 (1986).

Newman I, Lulsky 1: Laboratory Animal dander
allergy: II. Clinical studies and the potential
protective effect of disodium cromoclycate.
Annals of Allergy 36, 23—29 (1976).

Osman S: Laboratory workers and animal aller-
gies. Occupational Health. Marts, 1989, 72—
74

Slovak JM, H171 RN: Laboratory animal allergy: a
clinical survey of an exposed population. Br.
J. Ind. Med. 38, 38—41 (1981).

Taylor G, Davies GE, Altonyan REC, Brown HM,
Frankland AW, Morrison Smith J, Winch R:
Allergic reactions to laboratory animals. Na—
ture 260, 280 (1976).

Venables KM, Dally MB, szn AJ, Stevens JF,
Stephens R, Farrer N, Hunter SV, Stewasol M,
Hughes EG, Newman Taylor A]: Smoking and
occupational allergy in a platinum refinery.
Dr. Med. J. 299, 939—942, 1989.

Wahn U, Siraganian RP: Efficacy and specificity
of immunotherapy with laboratory animal a1-
lergen extracts. J. Allergy Clin. Immunol. 65,
413—421(1980).



Otto Melchior Poulsen

UDVIKLING OG APPLIKATION AF TO MURINE
FORSQGSDYRMODELLER TIL STUDIET AF
KOMZELKSPROTEINERS 0G —PEPTIDERS

ALLERGENICITET.

Indleveret den 18. december 1988

Antaget den 6. december i989

»An animal model is an living organism in which normative biology or behaviour can be studied, or in

which a spontaneous or induced pathological process can be investigated, and in which the phenomenon

in one or more respects resembles the same phenomenon in humans or other species of animal<<.

National Rescarch Council Committee on Animal Models for Research on Aging 1981.



FORORD

Det eksperimentelle arbejde, der danner grundlag for denne afhandling, blev udfgrt i perioden sep-

tember 1984 til oktober 1988 i forbindelse med min ansaettelse som videnskabelig assistent 0g senere

adjunkt ved Den Kongelige Veterinaer- 0g Landbthjskole.

Arbejdet startede som en del af et starre tvaerfagligt projekt >>ma:1keallergi 0g fremstilling af et hy-

poallergent fademiddel til spaadbzrn<<, finansieret af Statens Jordbrugs— 0g Veterineer videnskabe—

lige Forskningsréd 0g Statens Laegevidenskabelige Forskningsréd.

Jeg musker at udtrykke en specie] tak til Iektor cand. scient., dr. med. Jarm Hau ved Laboratorium

for Forsegsdyrkundskab, Institut for Veterinaer Patologi, Landbohzjskolen for et stimulerende 0g

konstruktivt samarbejde.

Overlaege, cand, med. Arne Hest, Senderborg Sygehus takkes for udfarte provokationstests pé k0-

maelksallergiske born 0g for serumprever fra komaelksallergiske barn.

Afdelingsleder, dyrlaege H.J. Skovgaard Jensen, Panum Instituttet, Kabenhavns Universitet tak-

kes for velvilligt at have stillet forsagsdyr 0g faciliteter til rédighed.

Mejeriingenim, produktionschef J. Kollerup, Mejeriet Enigheden, takkes for fremstilling af spe—

cielle makepmver 0g for leverancer af starre maengder ubehandlet meelk.

Statens Jordbrugs— 0g Veterinaervidenskabelige Forskningsréd 0g Statens Laegevidenskabelige

Forskningsréd, samt Direkwr Jacob Madsen 0g Hustru Olga Madsens Fond takkes for akonomisk

smtte.

Endelig vil jeg rette en saerlig tak til min hustru, Lene, 0g min datter, Signe, for deres opmuntring 0g

stgtte under udarbejdelsen af denne afhandling. on M l h' P l
0 e C [0" 0L! SE”

18. december 1988

Naervaerende afhandling er en sammenfatning af de undersegelser, der er beskrevet i fglgende pu-

blikationer I—VI, samt ikke—publicerede undersggelser med tilknytning til emnet:

I. O. M. Poulsen, J. Hau and J. Kollerup (1987). >>Effect of homogenization and pasteurization

0n the allergenicity of bovine milk analysed by a murine anaphylactic shock m0de1<<. Clinical

Allergy 17: 449-458.

11. O. M. Poulsen, J. Hau and J. Kollerup (1988). >>The effect of homogenization and pasteuriza—

tion on the allergenicity of bovine milk analysed by a murine anaphylactic shock model<<.

In »New Developments in Biosciences: Their Implications for Laboratory Animal Science<<

(A. C. Beynen & H. A. Solleveld, eds.). Proceedings 3rd FELASA Symposium, Amsterdam,

June 1-5, 1987, pg 81-86.

111. O. M. Poulsen and J. Hau (1988). >>Applicati0n ofa murine anaphylactic shock model. A col—

loid chemical approach to cow’s milk allergy<<. Proceedings of the IX ICLAS symposium,

Bangkok january 12-14, 1988. In press.

IV. 0. M. Poulsen and J . Hau (1987). >>Murine passive cutaneous anaphylaxis test (PCA) for the

>>a11 or n0ne<< determination of allergenicity of bovine whey proteins and peptides<<. Clinical

Allergy 17: 75—83.

V. B. Rye Nielsen, O. M. Poulsen and J. Hau (1989). >>Reagin production in mice: Effect of Sub—

cutaneous and Oral Sensitization with Untreated Bovine Milk and Homogenized Bovine

Mi1k<<. In Vivo 3: 271-274.

VI. 0. M. Poulsen, B. Rye Nielsen, A. Basse and J . Hau (1989). >>Comparison of intestinal ana—

phylactic reactions in sensitized mice challenged orally with raw-untreated milk and homoge-

nized bovine mi1k<<. Allergy 1990, in press.



Scand, 1. Lab. Amm. Sci. 17. arg. Suppl. 1 1990

INDHOLDSFORTEGNELSE.
SIDE

l. MALSABTNING 0G AFGRIENSNINGER. 5

2. INTRODUKTION. 5

2.1. SAMMENS/ETNING AF HUMAN OG BOVIN M/ELK. 5

2.2. HUMAN KOMIELKSALLERGI, KLINISKE MANIFESTATIONER OG KLINISK

VIDEN. 7

2.3. MALING AF KOMAELKSPROTEINERS OG - PEPTIDERS ALLERGENICITET

IN VITRO OG IN VIVO. 10

2.3.1. In vitro méling af komaelksproteiners allergenicitet 10

2.3.2. In vitro méling af peptiders allergenicitet 11

2.3.3. In vivo metoder 12

2.3.4. In vivo méling af komaelksproteiners allergenicitet 13

2.3.5. In vivo maling af peptiders allergenicitet 13

3. MURIN ANAFYLAKTISK SHOCK MODEL. VIRKNING AF HOMOGENISERING

OG PASTEURISERING PA KOM/ELKS ALLERGENICITET. 13

3.1. UDVIKLING OG OPTIMERING AF EN MURIN ANAFYLAKTISK SHOCK MO—

DEL. 13

3.1.1. Formal 13

3.1.2. Valg af forsegsdyr 14

3.1.3. Udvikling af model 14

3.1.4. Behandling af anafylaktisk shock med adrenalin 16

3.1.5. Sammenligning af sensitiviteten i anafylaktisk shock model udfart pé mus 0g

marsvin 16

3.2. APPLIKATION AF ANAFYLAKTISK SHOCK MODEL TIL STUDIER AF

EFFEKTEN AF HOMOGENISERING OG PASTEURISERING PA BOVINE

MELKEPROTEINERS ALLERGENICITET. 17

3.2.1. Sammenligning af ubehandlet maelks 0g pasteuriseret-homogeniseret maelks

evne til at inducere anafylaktisk shock i sensibiliserede mus 17

3.2.2. Test af uhomogeniseret modermaelkserstatning 18

3.2.3. Undersegelser af emulsioner af olie 0g ovalbumin i anafylaktisk shock model 19

3.2.4. Effekt af oral indgift af ubehandlet 0g homogeniseret—pasteuriseret bovin

maelk i sensibiliserede mus 19

3.2.4.1. Fordeling af kaseiner 0g valleproteiner i den murine tarm efter oral

indgift af ubehandlet maelk 0g homogeniseret—pasteuriseret sedmeelk 20

3.2.4.2. Tarmreaktioner i sensibiliserede mus efter oral indgift af ubehandlet

maelk 0g homogeniseret-pasteuriseret sedmaelk 21

3.3. DISKUSSION AF DEN MURINE ANAFYLAKTISK SHOCK MODEL. 22

3.3.1. Murin model sammenlignet med marsvin model 22

3.3.2. Effekt af homogenisering p5. maelks allergenicitet — den kolloidkemiske model 23

3.3.3. Effekt af homogenisering pé maelks allergenicitet - betydning for mejeribrugets

fremstilling af malkeprodukter 25
3.3.4. Effekt af varmebehandling p51 maelks allergenicitet 25



Scand. J. Lab. Anim. Sci. 17. airg. Suppl. 1 1990

O
O
\
I
O
\
L
J
I

4.1.1.
4.1.2.
4.1.3.

‘ Side

HOMOLOG MURIN PCA—TEST. MALING AF KOM/ELKSPROTEINERS OG -PEP-

TIDERS ALLERGENICITET.

4.1. UDVIKLING OG OPTIMERING AF EN MURIN PCA-TEST.

Formél

Valg af forsragsdyr

Udvikling af den murine PCA-test

4.2. APPLIKATION AF MURIN PCA-TEST TIL BESTEMMELSE AF KOM/ELKS-

PROTEINERS OG —PEPTIDERS ALLERGENICITET.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

Allergenicitet af komwlk

Sammenligning af ubehandlet mzelks 0g homogeniseret-pasteuriseret maelks

evne til at sensibilisere mus

Allergenicitet af valleproteiner, valleproteinhydrolysater 0g peptider heraf

Allergenicitet af hypoallergene modermaelkserstatninger

4.2.4.1. Allergenicitet af hypoallergene vallepeptidprodukter fremstillet i for-

bindelse med projektet

4.2.4.2. Hojmolekylaere allergene komponenter i Nutramigen

4.2.4.3. Murint IgE 0g IgG 0g humant IgG mod hrajmolekylaere komponen-

ter ekstraheret fra Nutramigen 0g Alfare

4.3. DISKUSSION AF DEN MURINE PCA-TEST.

4.3.1.

4.3.2.

4.3.3.

4.3.4.

Udvikling af murin PCA—test - Valg af forsagsdyr 0g metode

Murin PCA-test anvendt til undersagelse af homogeniseret komaelks evne til at

inducere reaginproduktion

Murin PCA-test af vallepeptiders allergenicitet

PCA-test af hypoallergene modermaelkserstatninger

DANSK SAMMENDRAG.

SUMMARY IN ENGLISH.

REFERENCELISTE.

INDEX.

26
26
26
26
26

29
29

30
31
32

32
33

34
36
36

37
37
38
39
41
44
50



1. MALS/ETNING 0G
AFGR/ENSNINGER.

Denne afhandling bygger i vid udstraekning pé

et delprojekt af ct starre tvaarfagligt projekt

vedmrende udvikling af en metode til fremstil-

ling af hypoallergene fademidler, der kan tales

af komaelksallergiske barn.

Som udgangspunkt valgtes komaelksproteiner,

fordi peptider fremstillet ud fra komaelkspro—

teiner let kan allergitestes dels ved in vitro me-

toder ved brug af kommercielle antistoffer

mod komaelksproteiner, 0g dels ved elimina‘

tions/provokations-test i komaelkallergiske

patienter.

Anvendelse af f.eks. soyaprotein som udgangs-

materiale ville vanskeliggere méling af pepti-

demes allergenicitet, fordi antallet af soyapro-

teinallergikere i Danmark er 1th sammenlignet

med komaelksallergikere.

Nzervarende afhandling omhandler underse—

gelser af maelkeproteiners 0g —peptiders aller-

genicitet ved anvendelse af to forsggsdyrmo-

deller: Passiv kutan anafylaksi test (PCA—test)

0g systemisk anafylaktisk shock test. De to for-

sggsdyrmodeller blev udviklet for at etablere in

viva metoder, der kunne anvendes som et alter—

nativ eller supplement til eksisterende in vitro

metoder til allergenicitetstest af potentielt eg—

nede produkter.

De mejeriteknologiske undersggelser, der blev

udfort i forbindelse med det tvaerfaglige pro-

jekt, har i denne sammenhaeng kun begrwnset

videnskabelig interesse, og de anvendte meto—

der til fremstilling af hypoallergene peptider i

industriel skala v11 derfor ikke blive beskrevet i

detaljer i naervaerende afhandling.

Interesserede henvises til Dansk Patentanseg-

ning nr. 5897/85 (Samuelsson & Poulsen

1985).
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2. INTRODUKTION

2.1.SAMMENSAETNING AF HUMAN 00

BOVINMAELK.

Alle pattedyrs maelk bestér af proteiner, lipi—

der, kulhydrater, vitaminer, mineraler, spor—

stoffer etc. Det relative indhold af de forskelli-

ge komponenter varierer betydeligt mellem

forskellige arter. Indenfor den samme art kan

forskelle i sammensaetningen vaere genetisk be-

tinget, betinget af individets alder, sundhedstil—

stand 0g dets 0mgivende miljo (vigtigst fode—

rets sammensaetning). Denne gennemgang vil

kun bemre de mest karakteristiske forskelle p5

human 0g bovin maelk. Flere reviews 0g beget

giver en detaljeret beskrivelse af maelks sam—

mensaetning (McKenzie 1970, Proceedings of

the NIZO/10F Symposium 1972, Edelsten

1982, Eigel et a1. 1984).

De to maelketyper viser vaesentlige forskelle i

protein-, lipid— og kulhydratindhold (Tabel 1).

I forbindelse med naervxrende afhandling har

de potentielle allergener, proteineme, starst in-

teresse.

Kaseiner

Kaseiner er maelkespecifikke proteiner karak—

teriseret dels ved tilstedevwrelse af esterbundet

fosfat, 0g dels ved et h@jt prolinindhold 0g fa‘i

eller ingen cysteinresidualer. Tabel 2 beskriver

de fire hovedtyper af kaseiner i komaelk. Det

skal bemaerkes, at kvindemaelk afviger fra k0—

maelk ved ikke at indeholde alfa(s)—kaseiner

(Edelsten 1982). Kvindemaelks kaseinmiceller

bestér naesten udelukkende af betakasein 0g

kappakasein (Edelsten 1982).

Kaseiner har zoner med helj ladningstaathed 0g

andre zoner med hajt indhold af hydrofobe

aminosyrer. Kaseinerne findes associeret 1 sub-

miceller, hvor de hydrofobe aminosyrer er pla-

Tabel I. Gennemsnitlig sammensaetning af bovin 0g human maelk (Edelsten 1982).
 

 

Vand Total Lipid Total Kasein Valle- Laktose

telrstof protein protein

Human 87,5 12,5 4,0 0,9 0,3 0,6 7,0

Bovin 87,5 12,5 3,8 3,3 2,7 0,6 4,7
 

Vaerdierne angiver g/ 100 m1 maelk.
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Tabel 2. Kaseiner i komaelk (Edelsten 1982, Eigel et a1. 1984)
 

 

Nomenklatur Molekylvaegt Indhold "70 Esterbundet

af total protein fosfat

Alfa—Sl—kasein 23600 39 — 46 ja

Alfa—SZ—kasein 25150 8 - 11 ja

BeIa-kasein 24000 25 — 35 ja

Kappa-kasein 19000 8 — 15 nej

Gamma—kasein - 3 — 7 ja
 

De angivne molekylveegte er tilneermede vaerdier, idet forskellige geneti-

ske varianter viser mindre forskelle i molekylvaegt. Kappa-kasein er et na—

turligt forekommende spaltningsprodukt af Beta-kasein.

ceret i submicellernes indre, mens proteinernes

ladede zoner findes pé submicellernes overfla-

de, daekket af kappakasein. Submicellerne ag-

gregerer i miceller ved, at de esterbundne fos—

fatgrupper, der ikke er daekket af kappakasein,

krydsbindes ved ionbinding mellem calciumio—

ner 0g kolloidalt fosfat (McKenzie 1970, Pro—

ceedings 0f the NIZO/IOF Symposium 1972,

Edelsten 1982).

Ved hydrolyse med Chymosin (EC 3.4.23.4)

spaltes kappakasein i peptidbindingen

Phe(105)—Met(106) (Visser 1981). Herved fri—

gmes kappakaseinet 0g ved tilstedevaerelse af

calcium kan micellerne yderligere krydsbindes

0g til sidst danne et koagel.

Kaseiner har isoelektrisk punkt ved pH 4,6 0g

lav oplzselighed ved pH 4,0 — 5,0. Dette for—

hold udnyttes ved fremstilling af syrefaeldet ka—

sein, hvor faeldningen typisk foregér ved pH

4,6 0g 30 grader Celsius.

Det h@je indhold af prohn i kasein forhindrer

dannelse af stabile sekundaere proteinstruktu—

rer 0g kaseinerne er a1 denne grund varmesta—

bile (Edelsten 1982). Selv opvarmning til 120

grader Celsius i 15 min farer ikke til denature-

ring (Edelsten 1982, Bahna & Gandhi 1983).

Valleproteiner

Valleproteiner er betegnelsen for de proteiner,

der findes oplraselige i m£1kens vandfase efter

udfeeldning af kasein med syre eller chymosin.

Native valleproteiner adskiller sig fra kaseiner-

ne bLa. ved ikke at V$re associerede i miceller,

0g ved at have en stabil sekundaer 0g tertiaer

struktur, der gar dem relativt varmelabile

(Edelsten 1982, Bahna & Gandhi 1983, Heppell

er a1. 1984). Beta-lactoglobulin 0g alfa—lactal—

bumin er maelkespecifikke proteiner, mens re—

sten af valleproteinerne er serumproteiner

stammende fra blodet (Tabel 3).

AfTabel 2 0g Tabel 3 fremgér, at human maelk

afviger fra bovin maelk ved et relativt starre

indhold af valleproteiner 0g ved at mangle al-

fa—kasein 0g beta-lactoglobulin (Edelsten 1982,

Hambraeus 1982). Alfa—1actalbuminindholdet

er neje korreleret til maelkens indhold af lakto—

se, 0g indholdet af alfa-lactalbumin i human

maelk er hejere end i komeelk. Ud over de i Ta-

bel 3 naevnte proteiner indeholder maelk mere

end 40 forskellige enzymer.

Kvantitativt udgm enzymerne kun en lille frak—

tion af proteinmaengden i maelk, 0g enzymerne

Spiller naeppe starre rolle som allergener. Valle—

proteinerne i kvindemaelk tjener i vid udstraek—

ning bfide som proteinkilde 0g som faktorer,

der beskytter spadbarnet mod infektionssyg—

domme (immunglobuliner, lysozym, lactope-

roxidase 0g lactoferrin — IDF Bulletin 191).

/Endringer i maelken fordrsaget af varmebe-

handling.
Ved fremstilling af konsummaelk varmebe—

handles maelken for at draebe eventuelle pato—

gene bakterier. Tre niveauer af varmebehand—

ling anvendes i det danske mejeribrug:

Lavpasteurisering 72 grader Celsius i 15 s

Hejpasteurisering 87 grader Celsius i 15 s

UHT—behandling (Ultra-High-Temperature)

140 grader Celsius i 2-4 s

Ved de anvendte temperaturer 0g tider pévir—

kes kaseinerne ikke, mens denatureringen af

valleproteiner stiger med stigende varmebe-
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Tabel 3. Valleproteiner i bovin 0g human maelk.

Indhold i lndhold i

bovin mae1k(b) human maelk(b)

(070 af total protein)

 

Nomenklatur Molekylvaegt

ibovin maalk(a)

 

 

Beta—lactoglobulin 18000 7 —12°70 Mangler

Alfa—lactalbumin 14200 2 - 5°70 17%

Serum Albumin 66000 071.3% 6%

Lactoferrin 76500 spormaengde 17070

Immunoglobuliner 150000 1.93.3970 11070

900000

Lysozym 15000 spormaengde 6%

Andre spormmngde 8%

Valleprotein i "70 15 - 22% 65 07o

af total protein

a = Eige1etal. 1984. b = Edelsten 1982.
 

De enkelte valleproteiner viser genetisk bestemte variationer i molekyl-

vaegt (Eigel et a1. 1984). Ud over de neevnte proteiner har human maelks

valle et h@jt indhold af enzymer, blandt andet lactoperoxidase.

handling. Selv ved lavpasteurisering sker en vis
denaturering af iseer beta-lactoglobulin, der i

forbindelse med denatureringen danner kom-
plekser med kappa-kaseinmolekyler pé kasein—
micellernes overflade (Edelsten 1982).

Ved en kraftig varmebehandling indtreeder en
fuldstaendig denaturering af valleproteiner,
der danner uopleselige komplekser ved etable-

ring af intermolekylaere svovlbindinger (Hidal—
go & Gamper 1977, Kilara 1985).

Varmebehandling af proteiner ved tilstedevae-

relse af laktose, galaktose eller glukose kan fra—
re til, at kulhydraterne reagerer med frie ende-
stillede aminogrupper eller med sidestillede

aminogrupper p5 basiske aminosyrer (lysin, ar—

ginin 0g histidin) 0g danner karakteristiske
brune eller sortfarvede maillardreaktionspro-
dukter (Jennes & Patton, 1976, Otani & Toki-
ta, 1982, Matsuda et a1. 1985).

AEndringer i maelken fordrsaget af homogeni—

sering.

Ved homogenisering presses malken under

hgjt tryk gennem en smal dyse, hvorved mael-

kens sterste fedtlegemer spaltes til legemer

mindre end 0,8 mikrometer. I ubehandlet

maelk er fedtlegemerne stabiliseret af et ydre

lag af fosfolipid, lipoprotein 0g protein. Ved

homogenisering stiger overfladearealet af fedt-

legemerne voldsomt, 0g de nydannede overfla-

der stabiliseres ved, at kaseinmolekyler 0g i

mindre grad valleproteiner bindes til overfla—

derne ved hydrofob interaktion. Det forzgede

overfladeareal af fedtlegemerne daekkes séle—

des af kaseinmolekyler 0g valleproteiner, der

forhindrer at fedtlegemerne flyder sammen 0g

danner fedtpropper pé mmlkens overflade

(Spur 1948a,b, publikation I-III).

2.2. HUMAN KOMAELKSALLERGI, KLI-

NISKE MANIFESTA TIONER OG KLINISK

VIDEN.

Allergi blev oprindeligt defineret af von Pir-

quet i 1906 som en specifikt eendret reaktions-

evne beroende pe’l en antigen-antistof reaktion

(Bendixen 1986). Denne definition udelukker

imidlertid T-Iymfocytmedierede reaktioner, 0g

i naervaerende afhandling anvendes derfor fol-

gende generelt accepterede definition p51 ko-

maelksallergi (Savilahti 1981, Husby 1988):

Ved komaelksallergi forstés en immunologisk

betinget overfelsomhed, hvor patienten reage-

rer med karakteristiske symptomer, nér patien—

ten efter en eliminationsperiode provokeres

med komalk. Elimination af allergenbelast-

hing skal fare til ophm af de kliniske manife—

stationer, der skal kunne reproduceres igen ved
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en efterfralgende provokation med komaelk. I

denne terminologi betegner intolerance en

sandsynligvis ikke—immunologisk betinget

overfalsomhed (Husby 1988), hvor de kliniske

manifestationer er et udtryk for reaktioner pé

kemiske forbindelser, der ikke kan fungere

som allergen, f.eks. laktoseintolerance, hvor

den osmotiske diarre forz‘irsages af manglende

evne til at hydrolysere 0g absorbere laktose

(Savilahti 1981). Diagnosen pé komaelksallergi

baseres pé patientens kliniske reaktioner ved

elimination 0g provokation med komaelk.

Allergiske reaktioner involverer ofte et samspil

mellem en raekke forskellige serologiske fakto-

rer (antistof—antigen komplekser, komple-

mentfaktorer etc) 0g cytologiske mekanismer

(mastcelledegranulering, aktivering af granu-

locytter, makrofager, T— 0g B—lymfocytter etc.)

(Matthews and Soothill 1970, Savilahti 1981,

Martin et al. 1984, Bahna 1985). Coombs 0g

Gells (Roitt 1977) klassiske inddeling af hyper-

sensitivitetsreaktioner i fire typer reprasente-

rer en systematisering af reaktionerne i forhold

til de involverede serologiske 0g cytologiske

faktorer (Bahna 1985). Det er endnu usikkert

om type-II—hypersensitivitet (antistofafhaengig

cytotoksisk hypersensitivitet), der antages at

have betydning ved immunologisk reaktion

mod store fremmedlegemer, f.eks. parasitter,

Spiller en aktiv rolle i forbindelse med k0-

maelksallergi (Roitt 1977, Bahna 1985). Ligele-

des hersker der stadig tvivl om betydningen af

komplementaktivering ved type-lII-hypersen-

sitivitet (immunkompleks-medieret hypersen—

sitivitet) (Savilahti 1981, Husby 1988). Paga-

nelle et al. (1979, 1983) har pévist tilstedeva-

relse af Clq—holdige immunkomplekser i sera

fra komalksallergiske barn efter provokation

med komeelk, mens andre forskergrupper ikke

har kunne pévise signifikant komplementakti-

vering i komwlksallergiske patienter efter pro-

vokation med komaelk (Savilahti 1981, Martin

et al. 1984, Husby et al. 1988). Derimod er det

generelt accepteret at type-I—hypersensitivitet

(atopisk allergi) 0g type-IV-hypersensitivitet

(T-lymfocytmediereret allergi) indgfir i patoge-

nesen af komalksallergi (Savilahti 1981, Ballz'

et al. 1983, Bahna 1985).

Komaelksallergiske patienter udviser ofte teak—

tioner, der svarer til en kombination af flere af

de fire typer (Savilahti 1981, Bahna 1985), 0g

det er klinisk set vanskeligt at skelne mellem de

forskellige typer. 1 stedet anvendes 0fte en me—

re enkel inddeling i det k1inisl<e arbejde (Roitt

1977, Firer et a1. 1981, Savilahti 1981, Bjdrk—

Slen et al. 1983, Bahna & Gandhi 1983, Ford et

al. 1983, Bahna 1985):

Slraks allergireaktioner, hvor de kliniske mani—

festationer indtraeder indenfor den frarste time

efter provokation med komaelk. De kliniske

manifestationer, der typisk er opkastninger,

diarre, urticaria, atopisk eksem, éndedraetsbe-

svwr 0g anafylaksi (Savilahti 1981, Bahna &

Gandhi 1983), er oftest et udtryk for en atopisk

allergi (type—I-hypersensitivitet), hvor en reak-

tion mellem allergen 0g IgE p21 overfladen af

mastceller eller basofile granulocytter frarer til

en degranulering af cellerne 0g frigorelse af

mediatorer 0g enzymer.

Forsinkede allergireaktioner, hvor de kliniske

manifestationer, vaesentligst gastrointestinale

(Savilahti 1981 , Ford et al. 1983, Pearson et al.

1983), farst indtraeder flere timer efter provo-

kation med komaelk, og hvor den nadvendige

provokationsdosis, der kan udlase reaktioner-

ne, 0fte er vasentligt hajere end den dosis, der

udlaser straksreaktioner (Firer er al. 1981,

Ford et al. 1983). Disse reaktioner kan veers et

udtryk for en T-lymfocytmedieret allergi (type-

1V-hypersensitivitet).

Nogle allergologer anvender betegnelse allergi

alene om straks reaktionerne (type-I-hyperscn-

sitivitet), mens de forsinkede reaktioner be-

naevnes intolerance (Firer et al. 1981). Andre

anvender imidlertid betegnelsen intolerance

som synonym for allergi (Jacobsen & Lindberg

1979, Pearson er al. 1983). Denne terminologi

har imidlertid ikke vundet generel heevd.

Jeg vi1 i def falgende anvende type-Lhypersen—

sitivitet som betegnelse for atopisk allergi

(straks allergi) 0g type-IV-hypersensitivitet

som betegnelse for T-lymfocytmedieret allergi

(forsinket allergi).

Komaelksallergi er fortrinsvis en lidelse, der

opstér indenfor det ferste leveér hos 2-5070 af

alle nyfradte (Jakobsen & Lindberg 1979, Cru—

skay 1982, May et al. 1982, Bahna & Gandhi

1983, Qsterballe 1983), for derefter ofte at af—



tage inden 3—érs alderen (Savilahti 1981, Bahna

& Gandhi 1983).

Komaalksallergiske born har imidlertid en ud—

talt tendens til bide at udvikle samtidige aller-

gier overfor andre levnedsmidler (aeg, citrus—

frugter, fisk etc.) 0g senere at udvikle andre a1—

lergier (Spies 1973, Savilahti 1981, Vitoria et

al. 1982, Qsterballe 1983). Det er derfor af af-

gerende betydning for patienternes senere triv-

sel, at komaelksallergien behandles.

Behandlingen bestér vaesentligst i at forhindre,

at patienten udsaettes for belastning med ko—

meelksprotein. Komaelksallergi er genetisk be—

tinget, 0g det er muligt med relativ stor Sikker-

hed at udpege en hgjrisikogruppe, hvor dob-

beltdisponering fra foraldrene og/eller sel-

skendeallergi kendes. Risikogruppen andrager

i Danmark mellem 6 0g 10% af alle nyfzdte

(asterballe 1983).

Diagnose af komaelksallergi er ofte beheeftet

med stor usikkerhed, der er blevet yderligere

forstaerket ved erkendelsen af, at lidelser som

kronisk mellemerebetaendelse (Lorenzen 1985)

0g forstyrrelser i centralnervesystemet, f.eks.

hovedpine 0g depression/aggressivitet, kan

vare fremherskende symptomer pé allergi (Sa-

vilahti 1981, Lorenzen 1985). Der har siledes

lasnge vasret interesse i at opné biokemiske in

vitro teknikker, der tillader en hurtig og praecis

diagnose. Haj felsomme in vitro metoder (En—

zyme-Linked—Immuno-Sorbent—Assay (ELI—

SA), Radio-A11ergo-Sorbent-Test (RAST) 0g

krydset radioimmunoelektroforese (CRIE))
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anvendes i dag til at méle indholdet af ko—

maelksproteinspecifikt IgE i patientsera. Et

hiajt serumniveau af specifikt IgE kan indikere,

at personen lider af type-I—hypersensitivitet

(Savilahti 1981, Taylor et al. 1982, Basuyau

1983, Bjérksten et al. 1983, Bahna 1985, Gje-

sing et al. 1986), men en vaesentlig del af disse

personer med forhgjet niveau af specifikt IgE

viser ingen allergisymptomer (Tabel 4) (Eriks—

son et al. 1976, Savilahti 1981, Bjérksten et al.

1983, Bahna 1985). Endvidere har en stor grup-

pe patienter med atopiske allergisymptomer

ofte ikke et méleligt forhrajet serumniveau af

komaelksproteinspecifikt IgE (Tabel 4) (BjO'rk—

sten et al. 1983, Bahna 1985).

IgE findes primxrt immobiliseret p5 mastcel-

lernes overflader, 0g en lokal syntese af IgE,

der er tilstraekkelig til at maette mastcellerne,

behaver ikke at give Sig udtryk i et forhajet se-

rumniveau (Shiner et al. 1975, Pearson et al.

1983). Det har vist sig, at méling af specifikt

IgE i tarmmucosa har en vaesentlig bedre pr&-

diktiv vaerdi end méling af serumniveau af spe-

cifikt IgE.

Priktest, hvor allergenekstrakter deponeres i

patientens hud, anvendes ofte som diagnostisk

redskab. Den diagnostiske veerdi af priktest i

forbindelse med komaelksallergi er imidlertid

begraenset (Ads 1978, Balma 1985) 0g priktest

med komaelk er ofte positiv i ikke-allergiske

personer (5%) samt i allergiske patienter, der

ikke viser symptomer p5 komaelksallergi (12%)

(Savilahti 1981).

Tube! 4. Komaelksallergi — Sammenligning af priktest 0g RAST med

oralbelastning (Bahna 1985).
 

 

Test karakteristika Priktest RAST

Sensitivitet (aegte positiv test) 44% 56% (59%)

Specificitet (aegte negativ test) 67% 67% (64%)

Positiv praediktiv pélidelighed 67% 71% (81°70)

Negativ praediktiv pfilidelighed 44°70 50% (54%)
 

Vaerdier i parentes er beregnet fra ijrksten et al. (1983).

Sensitivitet : 070 af allergiske patienter med positiv test.

Specificitet = % af ikke—allergiske patienter med negativ test.

Positiv praediktiv pélidelighed = 070 af positive med allergi.

Negativ pradiktiv pélidelighed = 070 af negative uden allergi.
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I forbindelse med paliemer, der udviste forsin—

kede allergireaktioner har méling af cirkule—

rende immunkomplekser, komplememaktive-

ring 0g immuncylologiske tests vaeret forsragt

anvendt som diagnostiske redskaber (Ford et

a1. 1983). Ogsé i disse tilfeelde begraanses den

diagnostiske vwrdi af 6!. hmjt antal falske nega-

tive.

Indenfor de senere ér er cytologiske in vitro

testmetoder, som histaminfrigmings-test

(Skov er al. 1983, 1984), lymfocyt—migralions—

inhibitions—test (Balli et al. 1983) 0g méling a1

suppressor T—Iymfocytaktiviteten (Butler et al.

1982) blevet forsrzugt anvendt som diagnostisk

redskab. Disse metoder syncs hedre korrelcret

med de kliniske iagttagelser and de fmna‘vnte

in vitro tests, men de isolerede cellelinier har

ofte en ufysiologisk hej sensitivitet, dcr b1.a.

bevirker, at f.eks. lymfocyt—migrations-inhibi—

tions—test har en h0j score af falske positive

(Balli et al 1983, Sc-hambye 1985).

Det er séledes endnu ikke lykkedes at iidforme

tilstraekkelig pélidelige in vitm metoder til

diagnose af komaalksallergi, 0g den fmnaevnte

eliminations—provokations—test er derfor stadig

den mest valide 0g mest udhredte metode til

identifikation af de allergener, der er specielt

virksomme hos en given patient (Bahna 1985,

Gjesing et al. 1986, Poulsen & Hau 1986, Hus—

by 1988).

2.3. MALINGAFKOIVI/ELKSPRO'IEINERS

OG —PEPTIDERS ALLERGENICITET IN

VITRO 00 IN VIVO.

2.3.1. In vitro mdling afkomwlksproteiners al-

lergenicitet

Faelles for de mest anvendte in vitro metoder til

milling af komaelksproteiners allergenicitet er,

at metoderne méler dannelsen af antigen—anti—

stof—komplekser.

Et stort antal forskellige komaelksproteiner er

blevet identificeret ved immunelektroforetiske

teknikker, hvor kanin anti-bovin kasein anti-

stoffer 0g kanin anti-bovin valleprotein anti-

stoffer blev anvendt i den antistofholdige 2. di—

mensiongel i krydset immunelektroforese (Ll)-

wenstein et al. 1977, Lawenstein 1978). Forfat-

terne konkluderede p51 baggrund a1 komeelks—

proteinernes evne til at inducere IgG produk—

10

tion 1 kanincr (1112111 ved dannelsen af immun—

pmecipitater 1 immunelektroforetiske assays),

at disse proteiner var potentielle allergener.

Dette synspunkt bygger p.151 den antagelse, at

proteinernes evne til at inducere IgG produk-

tion eekvivalerer med en tilsvarende evne til un—

der vissc betingelser at inducers de humorale

0g cytologiske mekanismer, der indgér i aller—

gireaktioner. Der saettes séledes lighedstegn

mellem immunogenicitet (her defineret som

proteinets evne til at inducers produktion af

praacipiterende antistoffer) 0g allergenicitet,

defineret som proteinets evne til béde at sensi—

bilisere disponerede patienter (f.eks. inducere

persistent produktion af IgE) 0g efterfralgende

at udlgse de allergiske reaktioner (inducere de-

granulering af sensibiliserede mastceller/baso-

file granulocytter).

Hvis der saettes lighedstegn mellem immunoge-

nicitet 0g allergenicitet, betyder det, at alle pro-

teiner, der kan inducers antistofdannelse er p0-

tentielle allergener. Det er imidlertid kun gan-

ske ffi proteiner, der med sikkerhcd ved provo-

kationstest er pfivist at vaere involveret i

humane allergireaktioner. Undersegelser af

komaelksallergiske barn provokeret med for-

skellige oprensede m$lkeproteiner Viste, at de

fleste barn reagerer mod beta—lactoglobulin 0g

kaseiner, mens fé barn reagerer mod alfa—lac—

talbumin 0g bovint serum albumin (Savilahti

1981). Del er endvidere tvivlsomt, om det er be-

rettiget at saette lighedstegn mellem immunoge-

nicitet 0g allergenicitet, fordi de fleste menne-

sker har cirkulerende immunglobuliner med

specificitet mod levnedsmiddelproteiner (Savi-

lahti 1981, Paganelli et al. 1983). Hos ikke—al-

lergiske personer tilherer disse immunglobuli-

ner 0fte klasserne IgA (Paganelli et al. 1983) el-

ler IgG (Husby et al. 1985, 1986, Husby 1988),

0g det er muligt, at det specifikke IgG kan fun-

gere som blokerende antistoffer, der forhin-

drer allergenets adgang til IgE pé mastcellernes

overflade (Husby 1988). Det har séledes ikke

vaeret muligt at pévise en sammenhaeng mellem

allergi 0g tilstedevaerelse af specifikt IgG 1

blodcirkulationen (Savilahti 1981, Bjo‘rksten et

al. 1983, Husby 1988). Endelig begraenses veer-

dien af denne type assays af, at de ikke giver in—

formationer om proteinernes styrke som aller-



gen f.e1<s. 1 form af dosis—respons sammen—

haeng.

Ved anvendelse af de ekstremt felsomme tek—

nikker RAST og ELISA har det veeret muligt at

pévise komaelksproteinspecifikt IgE i sera fra

adskillige veldokumenterede type—I—hypersen—

sitive komaelksallergiske patienter (Eriksson et

al. 1976, Basuyau et al. 1983,Bahna1985, Gje—

sing et al. 1986). Ved disse undersggelser opnés

en mere valid identifikation af de komalkspro-

teiner, der kan vaere involveret i type—I-hyper—

sensitivitetsreaktioner. Undersggelscrne har

vist, at mere end 25 forskellige komaelksprotei—

ner potentielt kan fungere som allergener i ty—

pe-I-hypersensitivitetsreaktioner (Bahna &

Gandhi 1983, Gjesing et al. 1986). Mest hyp—

pigt findes IgE med specifitet mod beta-lactog—

lobulin (62-80%), kasein (60%), alfa-lactalbu-

min (53%) 0g bovint serum albumin (52%)

(Bahna & Gandhi 1983).

Mélinger af IgE«specificitet mod komaelkspro—

teiner i patientsera kan ikke tillaegges preedik—

tiv vaerdi m.h.t. allergenernes styrke, fordi un-

derszgelserne ikke har inddraget dosis-re-

spons-sammenhaenge.

Virkning af varmebehandling pé komaelkspro-

teiner er blevet undersegt ved anvendelse af im-

munelektroforetiske teknikker (Bahna &

Gandhi 1983), der viste, at kaseiner bevarer de—

res evne til at danne immunpraecipitater med

antistoffer rejst mod native maelkeproteiner

selv efter opvarmning til 120 grader Celsiusi 15

min, mens valleproteinerne var labile. Bovint

serum albumin 0g bovine immunglobuliner mi—

ster deres immunpraecipiterende egenskaber

ved opvarmning til 70-80 grader Celsius, mens

lactalbumin 0g lactoglobulin téler kortvarig

kogning.

Dannelse af maillardreaktionsprodukter angi-

ves at fare til dannelse af nye antigendetermi-

nanter, defineret primaert ved reaktionspro-

duktets sukkerdel. Séledes fandt Matsuda et a1.

(1985), ved anvendelse af ELISA, at antistoffer

rejst mod maillardreaktionsproduktet mellem

beta—lactoglobulin 0g laktose ligeledes havde

specificitet mod reaktionsproduktet mellem

ovalbumin 0g laktose. Otam‘ & Tokita (1982)

viste tilsvarende, at maillardreaktionspro—

duktet mellem laktose 0g lactoglobulin farer til
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dannelse af nye antigendeterminanter. Dannel-

sen af mail]ardreaktionsprodukter er imidler-

tid begraenset ved pasteurisering, 0g de kan

derfor antages kun at have begraenset betyd-

ning i forbindelse med komaelksallergi.

2.3.2. In vitro mdlz'ng afpeptiders allergenici-

tet.

Det blev alleredei 1962 vist, at enzymatisk hy—

drolyse af betalactoglobulin og alfa-lactalbu-

min fjernede proteinernes evne til at danne im-

munpraecipitater (Bengtsson et al. 1962). En

iagttagelse, der senere er blevet bekraeftet flere

gange (Seban et al. 1977, Knights 1985, Gjesing

et al. 1986). Praecipitin-inhibitions—test (A tassi

1977, Atassi & Habeeb 1977, Habeeb 1978)

blev anvendt til at vise, at de antigens determi—

nanter (epitoper) pé myoglobin, lysozym og

bovint serum albumin havde en udstreekning

pé 6—7 aminosyrerester, 0g syntetiske peptider

med epitopernes aminosyresekvens kunne lige—

ledes fungere i den anvendte test. To oprensede

peptider p5 henholdsvis 950 Da 0g 575 Da,

fremstillet ud fra trypsinbehandlet beta-lacto—

globulin, blev angivet at VEBI‘C aktive i haemag-

g1utination-inhibitions—test 0g praecipitin-inhi-

bitions-test (Bing & Stavitsky 1968). Gennem-

snitmolekylvaegten for aminosyrerester er cir-

ka 125 Da, hvorfor dc to peptider ikke kan

have haft mere end henholdsvis 8 0g 5 amino-

syrerester. Peptiderne kan séledes kun have re-

praesenteret en antigendeterminant. Nativt be-

ta-lactoglobulin har imidlertid flere forskellige

antigendeterminanter. Det forekommer umid-

delbart uforstéeligt, at et peptid, der alene re-

praesenterer en af disse determinanter, kan vee-

re 1 stand til fuldstaendigt at inhibere hamagg-

lutination 0g immunpraecipitation i assays, der

anvender polyklonalt, monospecifikt antistof

med specificiteter mod en raekke forskellige an-

tigendeterminanter pé nativt beta-lactoglobu—
lin.

Haddad et al. (1979) har vist tilstedevaerelse af

IgE antistoffer med specificitet mod pepsin—

og/eller trypsinhydrolyseret beta—lactoglobu-

lin, men ikke mod nativt beta-lactoglobulin i

sera fra visse komaelksallergiske patienter.

Forfatterne antog pé baggrund heraf, at mild

hydrolyse af beta-lactoglobulin kan fare til en

11
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aendret konfiguration 0g dermed til dannelse af

nye antigendeterminanter, der ikke findes pé

uhydrolyseret bata-lactoglobulin. Forfatteme

foreslog, at méling af IgE med specificitet for

spaltningsprodukter af komaelksproteiner

kunne inddrages i in vitro diagnose af type-I—

hypersensitivitet.

2.3.3. In vivo metoder.

Forsagsdyrmodeller er blevet anvendt i vid ud-

straekning i allergiforskningen béde ved under-

sagelser af parametre, der har indflydelse pé

hypersensibilisering (Hargis & Malkiel 1970,

Levine & Vaz 1970, Dolezel & Bienenstock

1971a,b, Vazetal. 1971,Andreetal. 1973, Jar-

rett & Steward 1974, Bazin & Platteau 1976,

Jarrett et al. 1976, Jarrett 1978), ved underse-

gelser af tarmoptagelse af potentielle allergener

(Berenstein & Ovary 1968, Malo & Morin 1986,

Koritz et al. 1987a,b), ved mélinger af levneds-

midlers allergenicitet (Takase et al. 1979, Mc-

Laughlan et al. 1981, Heppell et al. 1984,

Knights 1985, publikation I-VI) 0g ved under—

segelser af mulige behandlingsformer (Lewis et

al. 1986). Forsegsdyrmodeller for béde type-I-

hypersensitivitet (inhalationsallergimodeller

(Clausen et al. 1983) 0g levnedsmiddelallergi—

modeller (McLaughlan er al. 1981, Heppell et

al. 1984, Knights 1985, publikation I-III)) 0g

type-IV-hypersensitivitet (Singh et al. 1980)

kendes.

Forsagsdyrmodellerne inddrager i modseet-

ning til in vitro metoderne béde immunsyste~

mets humorale 0g cytologiske mekanismer, 0g

simulerer derfor i hiajere grad humane hyper-

sensitivitetsreaktioner (Schambye 1985, Poul-

sen & Hau 1986). Immunsystemet er uhyre

konservativt, 0g indenfor mammalia er tilste-

devaerelse af de forskellige immunglobulin-

klasser 0g subklasser dokumenteret 1 en r&kke

forskellige arter. Ligeledes findes de samme

cellelinier (B— 0g T-lymfocytter, makrofagcr,

granulocytter, mastceller etc.) i alle underselgte

pattedyrarter. Musens immunsystem har tradi-

tionelt vaeret anvendt som modelsystem i basal

immunologisk forskning (Roitt 1977, Tizard

1982, Bendixen 1986), 0g en overvejende del af

vor viden i dag om interaktion mellem forskel—

1ige celler i immunsystemet (f .eks. B- 0g T—lym—
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focytinteraktion), om mediatorers virkeméde

0g om B-lymfocytstimulering 0g syntese af im-

munglobuliner er baseret bl.a. pé intensive stu-

dier af mus (Tizard 1982). Ligeledes har mu-

sens Major Histocompability Complex

(MHC), der var det ferst kortlagte MHC—sy—

stem, fungeret som modelsystem ved understa-

gelser af dette systems betydning i forbindelse

med transplantationsbiologi 0g reproduktions-

biologi.

Musens immunsystem er vaesentligt bedre ka-

rakteriseret end de fleste andre dyrearters, 0g

det er veldokumenteret, at musens immunsy-

stem 0g MHC-system snaevert modsvarer de

tilsvarende humane systemer. Der er séledes

grund til at antage, at en immunologisk iagtta-

gelse gjort i mus (eller andre velkarakteriserede

forsagsdyr) ogsé v11 veere gaeldende i menne-

sker.

Indenfor allergiforskningen har det vist sig, at

forskellige forsegsdyrarter udviser forskelle i

deres anafylaktiske reaktioner (Lewis 1978).

Disse forskelle er bl.a. ct udtryk for, at (16 for-

skellige forszgsdyr udviser forskelle i mastcel—

letathed 1 de forskellige organer, samt at orga-

nerne responderer med forskellig styrke. Disse

forskelle, der ogsé repraesenterer afvigelser fra

de kliniske manifestationer ved human atopisk

allergi, gar det vanskeligt at sammenligne styr—

ken af allergener i forskellige arter, men anven-

delse af forszgsdyr til test af den potentialle a1-

1ergenicitet kan alligevel vaere vejledende for

virkningen af disse forbindelser i mennesker,

0g forszgsdyr kraeves i vid udstraekning an-

vendt til test af f.eks. nye medikamenters aller-

genicitet (Knights 1985).

Det skal imidlertid fremhaeves, at de allergiske

reaktioner i forsragsdyr ofte induceres eksperi-

mentelt pa méder (f.eks. intravengs injektion

af allergen), der ikke direkte kan sammenlignes

med den spontane induktion af de humane hy-

persensitivitetsreaktioner. I forbindelse med

levnedsmiddelallergi er det en svaghed, at for-

segsdyrmodellerne ikke i tilstraekkelig grad si-

mulerer de allergiske reaktioner i tarmvwggen,

der ofte kan registreres i forbindelse med f.eks.

human komzelksallergi.



2.3.4. In vivo mdling af komoelksproteiners al-

lergenicitet.

Anafylaktisk-shock-modeller med brug af

marsvin (McLaughlan et al. 1981, Heppell et

al. 1984, Knights 1985) har b1.a. vaeret anvendt

til at undersrage effekten af varmebehandling

pé komwlksproteiners allergenicitet. Allerge-

niciteten af vaIleproteiner kunne reduceres ef—

fektivt ved staerk varmebehandling, mens ka-

seinerne i vid udstrazkning bevarer deres aller—

genicitet (McLaughlan et al. 1981, Heppell et

al. 1984). Et resultat, der er 1 overensstemmelse

med, at kaseiner er vaesentligt mere varmesta-

bile end valleproteiner (Edelsten 1982, Bahna

& Gandhi 1983).

2.3.5. In vivo mdling af peptiders allergenici—

tet.

Underszgelser af komaelkspeptiders allergeni-

Citet er overvejende blevet udfgrt ved anvendel-

sen af passiv—kutan-anafylaksi-test (PCA) eller

passiv‘kutan—anafylaksi-inhibitions-test pé

marsvin, rotter 0g mus (Bengtsson er al. 1962,

Lui et al. 1967, Bing & Stavinsky 1968, Takase

et al. 1979, Kurisaki et al. 1982, Knights 1985,

publikation IV, Poulsen & Hau 1987b, Poulsen

& Hau 1988a,b).

I modsaetning til in vitro inhibitionstest, skal

peptider generelt veere vaesentlig starre for at

udlese reaktioner i PCA—inhibitions-tests. Ku-

risaki et al. (1982) fandt, at peptider mindre

end 10000 Da, fremstillet ud fra enzymatisk

hydrolyse af beta-lactoglobulin med trypsin,

chymotrypsin eller pepsin, ikke var aktive i

PCA-inhibitions-test pé rotter. P51 baggrund af

disse resultater konkluderedes, at peptider

mindre end 10000 Da mé arises for at vaere hy-

poallergene. Denne konklusion, der bygger p51

et spinkelt grundlag, er siden uden yderligere

dokumentation blevet generelt accepteret (Ti-

zard 1982). Tidligere underszgelser (Lui et al.

1967) har imidlertid vist, at et 7200 Da peptid

fra bovint serum albumin gav positiv reaktion i

PCA—test, kvantitativ praecipitin-test 0g praeci-

pitin—inhibitions-test. To peptider pa henholds-

vis 950 Da og 575 Da blev angivet at vaere virk-

somme i PCA-inhibitionstest (Bing & Stavitsky

1968). Sidstnaevnte forfattere anvendte poly-

klonale antistoffer, 0g det er, som far naevnt,
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vanskeligt at forestille sig, hvorledes et peptid,

der h@jst kan repraesentere en antigendetermi-

nant, kan have en generel inhibitorisk effekt 1

en test, hvor antistoffer med specificitet mod et

sterre antal forskellige antigendeterminanter

anvendes.

3. MURIN ANAFYLAKTISK SHOCK MO-

DEL. VIRKNING AF HOMOGENISERING

0G PASTEURISERING PA KOM/ELKS

ALLERGENICITET.

Disse undersegelser er beskrevet i detaljer i

publikation I-III. ervaerende sammenfat-

ning 0g diskussion inddrager endvidere preeli—

minaere underszgelser, der ikke tidligere er ble-

vet publiceret.

3. 1. UDVIKLING OG OPTIMERING AFEN

MURIN ANAFYLAKTISK SHOCK MO-

DEL.

3.1.1. Formdl

Nedenstéende arbejder med den murine anafy-

laktisk shock model blev udfrart, for at under—

sege om anvendelse af modems mejeribrugs-

teknologi har en effekt pé konsummaelkens a1-

lergenicitet, d.v.s. komaelkens evne til at indu-

cere en persistent reaginsyntese, 0g mxlkens

evne til at udlase anafylaktiske reaktioner i

sensibiliserede dyr.

Som tidligere naavnt kan kraftig varmebehand-

ling aendre maelks allergenicitet béde ved dena-

turering af valleproteinerne, hvilket reducerer

allergeniciteten, 0g ved dannelse af maillard—

reaktionsprodukter, der kan repraesentere nye

antigendeterminanter.

Undersggelser a1" en mulig virkning af homoge-

nisering pé maelks allergenicitet er ikke tidlige-

re blevet publiceret af andre forskergrupper,

men laegfolk har ofte haevdet, at deres ko-

maelksallergiske barn tiller ubehandlet maelk

(Lorenzen 1985). Denne péstand har ikke kun-

ne be— eller afkraeftes entydigt ved kliniske un-

dersegelser (Hansen et al. 1987). Det har Iigele-

des veeret haevdet, at gedemwlk, der blev mar-

kedsfgrt uhomogeniseret, kan téles af ko-

maelksallergiske patienter, men underszgelser

b1.a. 1 Finland har vist, at dette kun er tilfaeldet

for cirka 13% af de veldokumenterede ko-
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maelksallergiske barn (Juntunen & Ali—yrkké

1983).

3.1.2. Valg afforsggsdyr

Systemisk anafylaktisk shock test udfgres tra—

ditionelt i marsvin (McLaughlan et al. 1981,

Heppell et al. 1984, Knights 1985), 0g metoden

kr$ves anvendt 1 USA 1 forbindelse med god—

kendelse 0g kvalitetskontrol af produkter til in-

travenos brug (Knights 1985).

Bride marsvin (McLaughlan et al. 1981, Hep“

pell et al. 1984, Knights 1985), hamster (Dole-

zel & Bienenstock 1971a,b), rotter (Bazz'n &

Platteau 1976, Jarrett et al. 1976, Jarrett 1978)

og mus (Hargis & Malkiel 1970, Andre et al.

1973) kan sensibiliseres via den orale rute. En

th titer af IgE kan opnfis ved oral sensibilise—

ring af rotter med lave doser af antigen (Jarrett

et al. 1976, Jarrett 1978). Mus har imidlertid

vaesentlige fordele frem for marsvin 0g rotter

ved:

— Musens immunsystem er vatsentligt bedre

karakteriseret end immunsystemet hos

f.eks. rotter e11er marsvin (se afsnit 2.3.).

- Veldefinerede stammer, hvoraf nogle, der

er karakteriseret ved en htaj mastcelletat-

hed (Levine & Vaz 1970, Vaz & Ovary

1970), mé forventes at have en h@j fglsom-

hed i systemisk anafylatisk shock test. De

forskellige musestammer er bedre karakte-

riseret end de forholdsvis fétallige marsvin-

stammer. BALB/c mus blev anvendt, fordi

en stor fraktion af denne stammes mastcel—

ler frigm histamin in vitro, nér mastceller-

ne, der blev sensibiliseret med homologe

antistoffer, belastes med antigenet (Vaz &

Ovary 1970). Dette kan tages som udtryk

for, at BALB/c mus er en high-responder

stamme. Endvidere stillede dyrlaege H.-J.

Skovgaard Jensen, Panum Instituttet, ind-

avlede BALB/c mus til rédighed i det om-

fang avlen resulterede i overskudsmus.

— Brugen af indavlede dyr minimerer den bio-

logiske variation foranlediget af genetiske

forskelle.

- Mus er vaesentligt letters at injicere intrave-

nrast end marsvin.

— Anskaffelsesprisen og omkostningerne ved

pasning af mus er vaesentligt lavere end for

marsvin.

Anvendelse af mus i stedet for marsvin tillader

gennemferelse af stmre faktorielle forszg in-

den for et afgraenset budget, ligesom det er let—

tere at tolke de opné’iede resultater i lyset af den

forhéndenvaerende viden om musens immun-

system.

3.1.3. Udvikling af model

Evaluering af anafylaktiske reaktioner:

Traditionelt er anafylaktisk shock modelIer

blevet evalueret ved simpelthen at opgrare an—

tallet af letale shock som fraktion af antallet af

belastede dyr f .eks. 6 timer efter intraventas be—

lastning (McLaughlan et al. 1981, Heppell et

al. 1984). Dette kriterium er uheldigt, vigtigst

fordi anafylaktisk shock indebwrer et betyde-

ligt trauma for forsragsdyret. Et trauma, der ik-

ke kan imadegés ved anvendelse af bedavelse.

Endvidere viste indledende undersagelser p23.

oralt sensibiliserede mus béde, at anafylaktisk

shock i mus indtraeder allerede 15-30 min efter

intravengs belastning med antigen, 0g, at nogle

dyr faktisk overlever selv en voldsom anafylak-

tisk reaktion. Anvendelse af antallet af dzde

dyr, opgjort p21 et senere tidspunkt, vi1 derfor

indebaere en risiko for underestimering 0g sam-

tidig péfrare dyrene unodvendig lidelse. En me—

re nuanceret evaluering af de anafylaktiske

reaktioner har vaeret foresléet af Treadwell et

al. (1960), der b1.a. evaluerede reaktioner som

klee, hyperventilering, mobilitetsaendringer 0g

kramper. Fysiologiske mfilinger af lungefunk—

tioner, blodtryk 0g puls har ligeledes vaeret an—

vendt i evaluering af anafylaktiske reaktioner

(Ufkes et al. 1983).

legende anafylaktiske shock score blev an-

vendt i naervaerende arbejde (publikation I—

III):

0 dyret viser ingen reaktioner bortset fra

en eventuel svag hyperventilering, der

kan vaere en stressreaktion mod den in-

travenese injektion.

+ dyret sidder ofte ubevaegeligt, men be-

veeger sig langsomt ved provokation

(beraring ved haleroden).

+ + dyret er ubevaegeligt 0g bevaeger Sig ikke

ved provokation. Dyret har vanskeligt

ved at rejse sig, hvis det laegges pé siden.

+ + + dyret viser voldsomme krampeanfald,

der bemrer hele kroppen.



De anafylaktiske reaktioner blev registreret i 30

min efter intravenzs belastning med maelk. Dyr

der udviste anafylaktisk shock score + + +

blev af etiske grunde rajeblikkeligt aflivet ved

dislokation af halshviv1erne.

Ved statistisk behandling af resultaterne an-

vendtes Fishers Eksakte Test, idet antallet af

dyr med anafylaktisk score 0 0g + blev adderet

0g opfattet som udtryk for manglende eller

svag reaktion, mens score + + 0g + + + sam-

1et blev opfattes som stark anafylaktisk reak-

tion (publikation 1).

Et indledende pilotforsrag (publikation I) blev

udfmt for at undersgge fglsomheden af

BALB/cBom mus i anafylaktisk shock test ved

anvendelse af

— forskellige sensibiliseringsmetoder (oral og

intraperitoneal). De anvendte dyr var 5-6

uger gamle BALB/cBom mus avlet i mere

end 5 generationer pé komaelksproteinfrit

foder (Laboratorium for Forsagsdyrkund-

skab, KVL). I den resterende del af afhand-

lingen vil BALB/cBom (KVL) angive, at

musene har V&I‘Ct avlet ved KVL pé. mzelke—

frit foder i flere generationer.

— belastning med ubehandlet komwlk 0g ho-

mogeniseret—pasteuriseret sadmaelk ved for-

skellige dosisniveauer. Begge maelketyper

havde 3,5070 fedtindhold, 0g var fremstillet

ud fra samme batch maelk.

Oral sensibilisering.

Undersegelser af maelks allergenicitet ved ana—

fylaktisk shock test p51 marsvin kan udfiares

ved, at marsvinene sensibiliseres ved at drikke

maelk ad libitum i 2 uger (McLaughlan et al.

1981, Heppell et al. 1984). I denne underszgel—

se blev 70 BALB/cBom mus sensibiliseret ved

ad libitum at aede foderpiller med 15% skum—

metmaelkspulver. Efter 1 uge p21 en maelkepro—

teinfri diaet blev 15 mus afbledt, 0g en pool af

sera fremstillet til senere titerbestemmelse af

IgE ved murin PCA-test (se afsnit 4.2.1). Sam-

me dag blev resten af musene belastet med in—

travenras injektion af mwlkeprever.

Intraperitoneal sensibilisering.

Den alternative metode til intraperitoneal sen-

sibilisering med lave doser af fysiologisk salt-

Vand (kontrolgruppen 70 BALB/cBom (KVL)
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mus), ubehandlet maslk (70 BALB/CBom

(KVL) mus) eller homogeniseret-pasteuriseret

sadmaelk (70 BALB/cBom(KVL) mus) blev

udfert som beskrevet i afsnit 4.1.3. I de to

sidstnaevnte grupper indeholdt primeerinjek—

tionerne 10 mikrogram maelkeprotein/mus 0g

boosterinjektionerne 1,0 mikrogram maelke-

protein/mus. 4 dage efter den sidste boosterin-

jektion blev 15 mus fra hver gruppe afbledt, 0g

en p001 af sera fremstillet til senere titerbestcm-

melse af IgE.

Dosis—respons undersragelser i anafylaktisk

shock test blev udfgrt 4 dage efter sidste boo—

sterinjektion ved at belaste sensibiliserede mus

eller kontrolmus med enten ubehandlet maelk

eller homogeniseret-pasteuriseret stadmalk i

falgende doser:

2040 mikrogram maelkeprotein/mus

1020 mikrogram maelkeprotein/mus

340 mikrogram maelkeprotein/mus

115 mikrogram maelkeprotein/mus

5 mus blev belastet ved hvert dosisniveau.

Pilotundersegelserne Viste, at mus sensibilise-

ret ved at aede foderpiller indeholdende 15%

skummetmaelksprotein, 0g mus sensibiliseret

ved gentagne intraperitoneale injektioner med

lave doser af ubehandlet maelk eller homogeni-

seret-pasteuriseret maelk opnéede stort set

samme sensibiliseringgrad mélt ved den Iaveste

dosis af konsummaelk (340 mikrogram k0-

maelksprotein/mus), der ved intravenes injek-

tion kunne inducere anafylaktisk shock. Intra-

peritoneal sensibilisering resulterede derimod i

en vaesentlig h@jere PCA—titer af IgE end oral

sensibilisering (se afsnit 4.2.1.), mens kontrol-

gruppen ikke viste métlelige PCA—titre af mael-

kespecifikt IgE, 0g ingen kontrolmus viste

anaphylaktiske reaktioner ved belastning med

ubehandlet maelk eller pasteuriseret-homoge-

niseret maelk i doser under 1020 mikrogram/

dyr (publikation I).

Uafhaengig af hvilken type maelk, der blev an-

vendt til sensibilisering af musene, kunne intra-

vemas belastning med ned til 340 mikrogram/

mus af den homogeniserede-pasteuriserede

konsummaelk inducere systemisk anafylaktisk

shock i sensibiliserede mus, mens cirka 2000

mikrogram maelkeprotein/mus af den ube-

handlede maelk var nedvendigt for at opné en
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tilsvarende effekt. Ved denne koncentration vi—

ste kontrolmusene svage reaktioner ved belast-

ning med begge typer meelk. Kontrolmusenes

reaktioner hidmrte muligvis fra en generel pa—

tologisk effekt af intravenes injektion af hgje

koncentrationer af fedtlegemer 0g kaseinmi-

celler. P5. baggrund af resultaterne fra pilotun—

dersagelsen blev modellen standardiseret inden

udfgrelsen af det sterrc faktorielle forseg, hvor

effekten af varmebehandling, fedtindhold 0g

homogenisering p5 mwlks evne til at udlese

anafylaktisk shock i mus blev undersegt (se af-

snit 3.2.1.).

Falgende standardprocedure blev valgt:

— anvendelse af oral sensibiliseringsmetode.

Denne metode, der var ligesé effektiv som

intraperitoneal sensibilisering m.h.t. muse—

nes anafylaktisk shock sensitivitet, blev fore-

trukket, vaesentligst fordi oral sensibilisering

ved anvendelse af maelkeproteinholdigt fo—

der er mindre tidskrmvende end intraperito-

neal sensibilisering.

- anvendelse af belastningsdoser mindre end

1000 mikrogram protein/mus for at undgé

uspecifikke reaktioner.

3.1.4. Behandling af anafylaktisk shock med

adrenalin.

Det er velkendt, at adrenalin modvirker effek-

ten af de mediatorer, der frigmes i forbindelse

med mastcelledegranulering, 0g injektion af

adrenalin anvendes i klinikken, hvis komaelk-

sallergiskc patienter viser voldsomme type-I-

hypersensitivitetsreaktioner ved provokation

med maelk.

I naervaerende pilotundersagelse blev virknin-

gen af injektion af adrenalin pé anafylaktisk

shock i den murine model undersogt (ikke-pu—

blicerede resultater).

3 BALB/cBom mus blev oralt sensibiliseret

som beskrevet i afsnit 3.1.3. Musene blev bela-

stet med intravemas injektion af homogeniseret

sadmaelk (900 mikrogram protein/mus). I 10—

bet af 5 — 10 min udviklede musene anafylaktisk

shock. Musene blev herefter behandlet med en-

ten intraperitoneal injektion af adrenalin (50

mikrogram/kg, en mus) eller intraveneis injek-

tion af adrenalin (50 mikrogram/kg, 2 mus).

Intravengs behandling med adrenalin bragte

@jeblikkelig musene ud af den akutte anafylak-

tiske reaktion.

Derimod havde intraperitoneal injektion af

adrenalin kun en begr%nset effekt. Resultatet

indikerer, at de iagttagede reaktioner hos bela-

stede mus kunne bringes til ophzr med adrena-

lin analogt med erfaringer fra den humane k11—

nik.

3.1.5. Sammenligning afsensitivitet i anafylak-

tisk shock model udfart pd mus 0g marsvin.

Et pilotstudie af BALB/cBom(KVL) mus 0g

marsvin (Hartley Crl:(HA)BR, Charles River,

velvilligt doneret af Afdelingsleder, dyrlaege

Hans Jargen Skovgérd—Jensen, Panum Insti—

tuttet, Kabenhavns Universitet) blev udfvart,

for at sammenligne felsomheden af de to arteri

anafylaktisk shock model. Begge stammer hav-

de vaeret avlet i flere generationer p5. maelke-

proteinfrit foder. 20 mus 0g 10 marsvin blev

sensibiliseret via den orale rute ved ad libizum

at ade foderpiller indeholdende 15% skum-

metmaelkspulver i 14 dage. Herefter blev det

mwlkeproteinholdige foder erstattet med mael-

keproteinfrit foder 1 en uge. De sensibiliserede

dyr blev belastet med intravenos injektion af

homogeniseret sedmaslk.

Resultatet af undersegelsen er summeret i Ta-

bel 5 (ikke-publicerede resultater).

Tube] 5. Systemisk anafylaktisk shock test 1 mus 0g marsvin ved anvendelse

af bovin maelk som antigen.
 

 

Fortyndingsgrad mikrogram mikroliter mikroliter

af szdmmlk protein pr. m1 1.V. pr. mus 1.V. pr. marsvin

Ufortyndet 36000 250 1000

1:10 3600 250 1000

1:30 1200 250 n.d.

1:90 400 250 n.d.
 

3 dyr blev belastet ved hvert dosisniveau

n.d. : ikke underszgt
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Musene reagerede med anafylaktisk shock pé

homogeniseret maelk ned til fortynding 1:30.

Marsvinene reagerede alene med anafylaktisk

shock ved intravenes injektion med ufortyndet

homogeniseret maalk.

De anvendte mus vejede cirka 25 gram 0g mar-

svinene cirka 800 gram. Beregnes falsomheden

img protein pr. kg legemesvaegt fés en falsom—

hed pé cirka 12 mg protein/kg mus 0g cirka 45

mg/kg marsvin.

3.2. APPLIKATION AF ANAFYLAKTISK

SHOCKMODEL TIL STUDIER AFEFFEK-

TEN AF HOMOGENISERING 06 PA-

STEURISERING PA BO VINE M/ELKE—

PROTEINERS ALLERGENICITET.

3.2.1. Sammenligning af ubehandlet mcelks 0g

hamogeniseret-pasteuriseret maelks evne til at

inducere anafylaktisk shock i sensibiliserede

mus.

Som naavnt i afsnit 3.1.1. har iaegfolk og enkel-

te speciallaeger haevdet, at nogle komaelksaller-

giske barn kan téle ubehandlet maelk, men ikke

konsummaelk.

Naervaerende faktorielle forsagsraekke, der er

beskrevet i detaljer i publikation I-III, blev ud-

fmt for at undersrage 0m moderne metoder til

Scand. 1.1.ab. Anim. Sci. 17. érg.Supp1. 1 1990

fremstilling af konsummaelk péfmer maelken

en andret allergenicitet, der er mfilelig ved an—

vendelse af den murine anafylaktisk shock mo-

del. I forszgsraekken blev kombinationen af

varmebehandling (lavpasteurisering (73 grader

Celsius i 15 5) 0g kogning (100 grader Celsius i

30 min), fedtindhold (0,05%, 1,5% 0g 3,5070

malkefedt) 0g homogenisering (175 kg/cmz)

undersragt. Alle de anvendte maelketyper blev

fremstillet p51 Mejeriet Enigheden ud fra sam-

me batch ubehandlet maelk (Tabel 6). Til eks-

perimentet blev anvendt BALB/cBom mus

sensibiliseret ved ad libitum at aede foderpilleI

med 15% skummetmwlksprotein. Den statisti-

ske behandling af resultaterne fremgér af pu-

blikation 1.

De vigtigste resultater af undersggelserne var:

1. Alene de homogeniserede maelkepmver var

i stand til at inducerede anafylaktisk shock i

sensibiliserede mus ved doser lavere end 900

mikrogram/dyr.

2. De homogeniserede maelkeprevers evne til

at inducere systemisk anafylaktisk shock

steg signifikant med stigende fedtindhold.

Skummetmaelk (0.05-175-LP) var alene i

stand til at inducere anafylaktiske reaktio-

ner ved en dosis pé 900 mikrogram/dyr,

Tube! 6. Forskellige maalkepmver fremstillet ved at variere fedtindhold,

homogeniseringstryk og graden af varmebehandling (publikation 1 0g III).
 

 

 

 

Nomenklatur Fedtindhold Homogenisering Varmebehandling

(070) (kg/cml)

0.05-0—0 0,05 0 ingen

0.05-0—LP 0,05 0 LP

0.05-0~B 0,05 0 B

0.05-175—LP + 0,05 175 LP

0.05-175-B 0,05 175 B

1.5 -0-LP 1,5 0 LP

1.5 —O-B 1,5 0 B

1.5 -175-LP+ 1,5 175 LP

1.5 -175-B 1,5 175 B

3.5 —0—LP 3,5 0 LP

3.5 -0-B 3,5 0 B

3.5 -175-LP+ 3,5 175 LP

3.5 -175-B 3,5 175 B
 

+ De tre mest solgte maelketyper i Danmark.

LP = Lavpasteuriseret, 73 grader Celsiusi 15 s

B = Kogt i 30 min
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mens lavpasteuriseret letmaelk (1 .5-175-LP)

0g sadmaelk (3.5-175—LP) kunne inducers

anafylaktiske reaktioner ved 300 mikro-

gram/dyr.

3. Lavpasteurisering havde ingen signifikant

effekt p5 maelkeprgvernes evne til at indu—

cere anafylaktisk shock, mens kogning re-

ducerede denne evne specielt i homogenise-

rede malkeprgver med lavt fedtindhold.

Séledes kunne kogt skummetmaelk (0.05-

175—B) ikke udlrase anafylaktiske reaktioner

ved 900 mikrogram/dyr, kogt letmaelk (1 .5-

175-B) kunne alene inducere anafylaktiske

reaktioner ved 900 mikrogram/dyr, mens

kogt szdmaelk (3.5-175—B) kunne inducere

anafylaktiske reaktioner ved 300 mikro—

gram/dyr.

Resultaterne demonstrerede, at homogenise—

ring har en forstaerkende virkning pé maelks

evne til at udlese anafylaktiske reaktioner i

sensibiliserede mus. Ved bedammelsen af re-

sultaternes potentielle betydning for human

komaelksallergi skal der selvfglgelig tages for-

behold overfor anvendelse af en forselgsdyr-

model, hvor dyrene belastes med intravengs in—

jektion af mmlk, hvilket er en vaesentlig afvi—

gelse fra den orale belastning, der bevirker ud-

lesning af de kliniske manifestationer i

komaalksaflergiske patienter. Som tidligere

naevnt (afsnit 2.3.) er musens 0g menneskets

immunsystem meget naart beslaegtet, 0g det er

séledes muligt, at homogenisering ogsé vil have

en forstwrkende effekt pé maelkens evne til at

udlase anafylaktiske reaktioner i type—I-hyper-

sensitive komaelksallergiske patienter. En ud-

dybende diskussion heraf findes i afsnit 3.3.2.

0g 3.3.3.

3.2.2. Test af uhomogeniseret modermaalkser-

statning.

Generne ved komaelksallergi er knyttet til styr-

ken af de kliniske manifestationer, 0g anven—

delse af produkter med nedsat evne til at udlese

de allergiske reaktioner kan muligvis reducere

generne.

Specielt modermaelkserstatninger, der typisk

har et fedtindhold p51 3,5070 0g et proteinind-

hold pé cirka 1,8070 (Theuer 1983), fremstilles

ved anvendelse af et hajt homogeniseringstryk,

der er nedvendigt for at opné et stabilt, terret

produkt.

Modermaelkserstatninger anvendes oftest in-

den barnet er 12 mdr. gammelt, 0g det er teore-

tisk muligt, bedamt ud fra de farnaevnte un-

dersegelser pé mus 0g de efterlegende under—

sagelser pé atopiske komaelksallergiske barn

(Has! & Samuelsson 1988), at konventionelle

modermaelkserstatninger resulterer i unzdven—

dig staerke reaktioner i svagt atopiske barn, der

muligvis ville kunne tolerere en modermaelks-

erstatning med nedsat evne til at udlzse disse

reaktioner (Poulsen & Hau 1987a).

Firmaet Milco Export A.m.b.A., der er en

dansk salgsorganisation for producenter af

tmrede meelkeprodukter, forsggte at fremstille

en terret modermaelkserstatning ved anvendel-

se af en fremgangsméde, der ikke involverer

egentlig homogenisering. Denne modermalks-

erstatning 0g en konventionel modermaelkser-

staining blev undersggt blindt i den murine

anafylaktisk shock model. Uhomogeniseret 0g

homogeniseret sadmaelk blev anvendt som

kontrolpmver. Resultatet af undersegelsen

fremgér af Tabel 7 (ikke-publicerede resulta-

ter). Musene blev sensibiliseret oralt ved at aede
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Tube] 7. Sammenligning af uhomogeniseret 0g homogeniseret modermaelkserstatninger i
den murine anafylaktisk shock model.
 

 

Dosis Homogen. Uhomogen. Homogen. Uhomogen.
(mikrogram modermaelks- modermaelks- sodmaelk sedmaelk
protein/mus) erstatning erstatning

900 + + + + + + + + + 0
600 + + + + + + + + 0
300 + + + 0—+ + + + 0
 

Tre sensibiliserede mus blev anvendt ved hvert dosisniveau. Den anvendte evaluering af de
anafylaktiske reaktioner er beskrevet i afsnit 3.1.3.
 



komaelksproteinholdige foderpiller ad libitum

som beskrevet i afsnit 3.1.3.

Undersggelserne viste, at den uhomogenisere-

de modermaelkserstatning havde nedsat evne

til at udlese anafylaktiske reaktioner i mus,

sammenlignet med den konventionelle, homo-

geniserede modermaelkserstaming. Den uho-

mogeniserede pmve viste imidlertid vmsentlig

starre reaktivitet end uhomogeniseret sad-

maelk. Den efterfalgende mikroskopi af den

uhomogeniserede modermaelkserstatning Vi—

ste, at fedtlegemerne var relativt mindre end

fedtlegemerne i uhomogeniseret sedmaalk. Det

er sandsynligt, at pasteurisering 0g isaer spray—

tarring af modermaelkserstatningen har haft en

vis homogeniserende effekt. Eftersom kliniske

undersggelser har vist, at kun féi komaelksaller-

giske barns kan tolere uhomogeniseret maelk

(Hansen et al. 1987), er det naeppe sandsynligt,

at en uhomogeniserede modermeelkserstat-

ning, der svarer til den her undersggte, vil have

en praktisk anvendelighed som naeringsmiddel

til komaelksallergiske born.

3.2.3. Undersngelse af emulsioner af olie 0g

ovalbumin i anafylaklisk shock model.

Formdl.

Undersegelserne af homogeniseret maelk sam-

menlignet med uhomogeniseret maelk Viste, at

de ved homogeniseringen dannede lipid-pro-

tein—komplekser har en steerkt foraget evne til

at udlgse systemisk anafylaktisk shock i mus

sammenlignet med maelkeproteinerne alene.

Ovalbumin er kendt som et staerkt allergen

(Ovary 1964), 0g dette protein har vaeret an-

vendt som modelallergen i et stort antal basal-

videnskabelige undersogelser i forskellige for-

sggsdyrmodeller til simulering af human allergi

(Vaz et al. 1971, Jarrett & Steward 1974, Bazin

& Platteau 1976, Jarrett et al. 1976, Jarrett

1978, Clausen et al. 1983, Matsuda et a1. 1985,

Malo & Morin 1986). Neervaerende arbejde

blev udfart for at analysere, om dannelse af li—

pid—protein-komplekser generelt kan forage a1-

lergeners reaktivitet i den anafylaktiske shock

test. Emulsionen af olie 0g ovalbumin blev an—

vendt for at opné et system, der kun indeholdt

Scand. J. Lab. Anim. Sci. 17. 51g. Suppl. 1 1990

et defineret allergen i modsaetning til meelk,

der indeholder mere end 25 potentielle allerge-

ner (publikation III).

Forsngets udfarelse 0g resultat.

40 BALB/c mus blev sensibiliseret for h@j IgE-

titer mod ovalbumin (Sigma) som beskrevet i

afsnit 4.1.3. Ved primaer injektionen blev an-

vendt 2 mikrogram protein pr. mus 0g ved de

efterfglgende boosterinjektioner 0,2 mikro-

gram protein pr. mus. 10 sensibiliserede mus

blev afbledt 4 dage efter sidste boosterinjek-

tion 0g en p001 af sera fremstillet. Homolog

murin PCA-test (afsnit 4.1.3.) blev anvendt til

at bestemme IgE—titer til 1:128. Emulsioner af

3,5070 majsolie 0g 3,5070 ovalbumin i 0,9070

NaCl blev fremstillet. Halvdelen af emulsio-

nerne blev homogeniseret p21 en French Press,

hvor prgven presses igennem en smal dyse ved

et tryk pé 200 kg/cmz. Hver homogenisering

blev udfert tre gange for at sikre en maksimal

dannelse af lipid—protein-komplekser. De ho—

mogeniserede emulsioner var stabile ved hen-

stand ved 5 grader Celsius i mindst 48 timer.

Homogeniseret 0g ikke—homogeniseret emul-

sion af olie-ovalbumin blev fortyndet til et pro-

teinindhold pé henholdvis 3600 mikro—

gram/ml, 1200 mikrogram/ml 0g 400 mikro-

gram/m1. De fortyndede prever blev anvendt

som antigenpraeparationer til intravenzs be-

lastning af sensibiliserede mus (250 mikroliter-

/mus). 5 mus blev belastet ved hvert dosisni-

veau.

A116 mus reagerede med anafylaktisk shock

selv ved dosis pé 100 mikrogram ovalbumin pr.

dyr, 0g der kunne ikke iagttages forskel p51 de

homogeniserede 0g ikke—homogeniserede prel-

vers evne til at inducere anafylaktisk shock

m.h.t. tidsforlebet eller styrken af de anafylak—

tiske reaktioner.

Ikke—sensibiliserede kontrolmus viste ingen

anafylaktiske reaktioner ved intravenas belast—

ning med homogeniseret eller uhomogeniseret

olie—ovalbumin emulsion selv ved doser p51

3000 mikrogram/mus (publikation 1).

3.2.4. Effekl af oral indgift af ubehandlet 0g

homogeniseret- pasteuriseret bovin maelk i sen-

sibiliserede mus.
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De 1 afsnit 3.2.1. beskrevne forsag viste, at ho-

mogenisering af maelk forzger maelkens evne

til at udlese anafylaktiske reaktioner i sensibili—

serede mus. Validiteten af disse undersegelser

som modelstudium for human komaelksallergi

begraenses imidlertid af, at musene blev bela-

stet intravenest.

Naervzerende undersggelser blev derfor udfert

for at undersage om maelkeproteineme kan

passere mere eller mindre ufordojet med 1 mn-

sens tarm 0g her inducere anafylaktiske reak-

tioner i tarmvaeggen (se afsnit 3.4. for en naar-

mere diskussion).

3.2.4.1. Fordeling af kaseiner 0g valleproteiner

i den murine tarm efter oral indgift af ube—

handlet maelk 0g homogeniseret-pasteuriseret

sadmaelk

Formdl.

Det har vaeret haevdet (Koritz et al. l987a,b), at

rotter 0g mus er mindre egnet end marsvin som

model for human komaelksallergi, fordi kasei—

ner kunne detekteres i marsvins tarmlumen,

men ikke i rotters tarm, efter oral indgift af

ubehandlet maelk. Forfatterne udsatte tarm-

perfundaterne for en kraftig centrifugering in-

den kaseinindholdet i supernatanten blev mélt

ved RIA. Hvis kaseinerne bliver praecipiteret i

mavesaekken ved indvirkning af lebeenzym 0g

lavt pH, er det ikke sikkert, at den anvendte

fremgangsméde vil kunne anvendes til detek-

tion af kasein i tarmlumen.

Nasrvwrende ikke-publicerede underszgelser

skulle belyse, om andre metoder kunne anven-

des til at detektere maalkeproteiner i den muri—

ne tarm efter oral indgift af homogeniseret

ma'elk og ubehandlet maelk.

Forsngets udflarelse 0g resultat.

To BALB/c mus (hunner, 6 uger gamle) blev

fastet i 24 timer. Herefter blev dyrene v.h.a. en

sonde givet 1,0 m1 af henholdsvis ubehandlet

maelk 0g homogeniseret-pasteuriseret sad-

maelk. Begge maelkepmver blev modtaget fra

Mejeriet Enigheden samme dag, som forseget

blev udfert.

Efter 30 min blev musene aflivet ved disloka-

tion af halshvirvlerne, tarmen blev udtaget 0g

segmenter af 5 cm blev perfunderet med 1,0 ml

fysiologisk saltvand. Perfundaterne blev umid—

delbart efter perfundering placereti et kogende

vandbad i 10 min for at standse proteolytisk

nedbrydning. De kogte perfundatpraver blev

frysetgrret 0g resuspenderet i 100 mikroliter

pmvebuffer (20 mM Tris-HCI, pH 8,6 tilsat

1,0070 Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) 0g 20%

sukrose) ved kogning i 10 min.

Tarmperfundaterne blev analyseret i denature—

rende p0lyacrylamid-gelelektroforese (SDS-

PAGE, stackgel 7,5070, separationsgel 15%),

som beskrevet af Poulsen & Petersen (1985).

Praver af natriumkaseinat 0g valleproteinkon-

centrat blev anvendt som maelkeproteinmarka-

rer (100 mikrogram protein/brand). Polyacry-

lamidgelerne blev farvet med Coomassie Bril-

liant Blue.

Resultatet af undersagelsen er summeret 1 Ta-

bel 8.

Oral indgift af den homogeniserede mzelkepm—

ve frarte til at starre tarmindhold af kaseiner

Tabe18. Fordeling af Ikaseiner 0g valleproteiner i den murine tarm efter oral
indgift af ubehandlet maelk 0g homogeniseret sedmaelk.
 

 

 

Maslketype segment 1 segment 2 segment 3 segment 4

Ubehandlet K - - _ -

maelk
v + (+) — —

Homogen. K + (+) - —
sadmaelk

V + (+) — -

Segment 1-4 fra ventrikel mod anus.

K = Kasein. V = Valleproteiner.
+ = tydelige proteinbénd. (+) = svage proteinbénd. — = ingen
proteinbénd.
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end oral indgift af den ubehandlede pmve. H0-

mogenisering viste derimod ingen tydelig ef-

fekt p21 tarmfordelingen af valleproteiner. Un—

dersogelsen viste, at kaseiner i den murine tarm

kan detekteres efter oral indgift, hvis tarmind-

holdet solubiliseres med SDS 0g derefter analy-

seres i SDS-PAGE.

3.2.4.2. Tarmreaktioner i sensibiliserede mus

efter oral indgift afubehandlet maelk 0g homo—

geniseret-pasteuriseret sedmaalk.

Formdl

Lokale type—I-hypersensitivitetsreaktioner i

tarmvaeggen (atrofi af villi, mastcelledegranu-

lering 0g foraget taethed af eosinofile granulo-

cytter, lymfocytter 0g IgE-plasma celler) er ble«

vet beskrevet i forbindelse med human ko-

maelksallergi (Shiner et al. 1975, Eastman &

Walker 1979, Pearson et al. 1983), 0g disse

reaktioner kan muligvis forage tarmens per-

meabilitet, 0g dermed bidrage til en foraget op-

tagelse af ufordtajet allergen (Bahna and Gand—

hi 1983). Anafylaktiske tarmreaktioner er lige-

ledes blevet beskrevet i forsragsdyrmodeller

(Byars & Ferraresi 1976, Roberts et al. 1981,

Carrick & Alexander 1982, Perdue et al. 1984).

De her beskrevne praaliminaere ikke-publicere-

de undersragelser blev udfgrt, for at undersege,

om lignende anafylaktiske tarmreaktioner

kunne iagttages i den murine tarm efter oral be-

lastning af sensibiliserede mus med mxlk, 0g,

hvis dette er tilfaldet, om homogenisering af

maelk ogsé i denne situation foreger maclkens

evne til at udlgse anafylaktiske reaktioner.

Forsngets udfarelse 0g resultat.

Forsagsraekken blev udfmt pfi et tidspunkt,

hvor avlen pé maelkefrit foder af BALB/c-

Bom(KVL) mus var blevet indstillet. I stedet

anvendtes udavlede Pan:Thai mus fra Panum

Instituttet, Kabenhavns Universitet.

Musene blev sensibiliseret ved at aede maelke-

proteinholdigt foder ad libitum som beskrevet i

afsnit 3.1 .3.. Efter faste i 24 timer blev béde de

sensibiliserede mus 0g ikke—sensibiliserede

kontrolmus belastet ved peroral indgift af 1,5

ml ubehandlet maelk eller 1,5 m1 homogenise—

ret-pasteuriseret sedmaelk.
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30, 40 eller 50 min efter peroral belastning blev

3 mus fra begge belastningsgrupper aflivet ved

dislokation af nakkehvivlerne. Bugvaegget blev

klippet op 0g 5 cm af det proximale tarmseg-

ment blev ligeret 0g udtaget. Tarmsegmentet

blev herefter nedsaenket i at preveglas med 5,0

ml fysiologisk saltvand, og vaegtforegelse af

pmveglasset blev bestemt. Undersegelsen vi-

ste, at det proximale tarmsegment 40 min efter

oral belastning af sensibiliserede mus med ho—

mogeniseret maelk havde et signifikant foraget

tarmvolumen (0,56 m1 + /- 0,07 ml, 11 = 3) sam-

menlignet med tarmvolumen af tarmsegmentet

fra sensibiliserede mus belastet med ubehand-

let maelk (0,32 ml —1— /- 0,06, 11 = 3). Forskellen i

tarmvolumen var ikke signifikant 30 min eller

50 min efter oral belastning. De ikke-sensibili-

serede kontrolmus viste ingen foregelse af vo-

lumen af det proximale tarmsegment ved be-

1astning med homogeniseret-pasteuriseret

maelk sammenlignet med ubehandlet maelk.

Cytologiske undersogelser af tarmens mucosa

fra belastede mus viste mastcelledegranulering

i mucosa af sensibiliserede mus belastet med

homogeniseret maelk, mens mucosa fra sensi-

biliserede mus belastet med ubehandlet malk

0g fra kontrolmus belastet med begge typer

maelk ikke viste disse celleforandringer sam-

menlignet med ikke-belastede mus. De cytolo-

giske undersagelser blev udftart ved anvendelse

af konventionelle farvemetoder for mastceller.

De her beskrevne underszgelser er blevet genta-

get i en starre forsegsraekke, hvor udavlede

IconNRI mus (banner, 5 uger) fra IFFA-

CREDO, Frankrig blev anvendt. Denne stam-

me avles p5. et maelkeproteinfrit foder. I disse

undersggelser blev musene sensibiliseret med

enten ubehandlet maelk eller homogeniseret-

pasteuriseret maelk dels ved anvendelse af den

alternative sensibiliseringsrnetode 0g dels ved

oral sensibilisering. De udvidede undersagelse

er beskrevet i publikation VI.
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3.3. DISKUSSIONAFDENMURINEANA—

FYLAKTISK SHOCK MODEL

3.3.1. Den murine model sammenlignet med

marsvinmodel

Det har vaeret haevdet,at rotter 0g mus er min-

dre egnet end marsvin som model for human

komaelksallergi, fordi oral sensibilisering med

specielt maelkens kaseiner ikke kunne iagttages

hos rotter, men derimod i marsvin (Koritz et al.

1987a,b). Denne péstand er baseret pé, at for—

fatterne ikke var i stand til at méle tilstedevae-

relse af kaseinmolekyler i rottens tarm efter

oral indgift af maelk. Tarmperfundaterne blev

udsat for en kraftig centrifugering, hvorefter

kaseinindholdet i supernatanten blev mélt ved

RIA (Koritz et al. 1987a,b). Den af Koritz et al.

(1987a,b) anvendte maelkepr$paration var pa-

steuriseret hel maelk. Ved en uhomogeniseret

maelks passage af mavesmkken udfaeldes kasei—

nerne béde under indvirkning af mavesaekkens

proteinaser 0g ved indvirkning af det lave pH

(Spur 1948a,b). Det er derfor tankeligt, at ka—

seiner i rotternes tarmkanal har veeret associe~

ret i uoplzselige komplekser, der ikke kan mév

1es ved den af Koritz et al. (1987a,b) anvendte

metode. I modsaetning hertil beskriver naervw-

rende afhandling (afsnit 3.2.4.1.) undersagel—

ser,’ der viste, at kaseinmolekyler fra perfunda—

ter af den murine tarm kan detekteres 1 SDS-

PAGE, hvis tarmperfundaternes proteinind-

hold oplrases ved SDS—behandling inden elek—

troforese. Ved undersegelsen blev der fundet

mere kasein i den murine tarm efter oral indgift

af homogeniseret maelk sammenlignet med

uhomogeniseret maalk.

Naervaerende undersagelser har vist (afsnit

4.1.3. 0g afsnit 3.1.5.), at mus sével som mar-

svin kan sensibiliseres oralt ved ad libitum at

indtage foderpiller indeholdende maelkepro—

tein (publikation I—III). Endvidere er det tidli-

gere blevet beskrevet, at isaar ganske smé

maengder allergen givet oralt til rotter (Jarrett

et al. 1976, Bazin & Platteau 1976, Jarrett

1978) eller mus (Hargis & Malkiel 1970) foran-

lediger en hoaj produktion af IgE. Undersngel-

ser ved Laboratorium for Forsegsdyrkund-

skab, KVL, har dokumenteret, at dette ogsé er

tilfaeldet hos mus ved oral sensibilisering med
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lave doser maelk (< 10 mikrogram/mus) (pu—

blikation V-VI).

Rotter, der er sensibiliseret for htaj IgE titer

mod ovalbumin, viser ved oral belastning med

ovalbumin aendringer i tarmens mucosa m.h.t.

mastcelledegranulering, eosinofili 0g nedsat

V&ske- 0g ionoptagelse (Perdue et al. 1984).

IEndringerne svarer til de tarmreaktioner, der

er karakteristiske ved humane allergireaktio-

ner (Eastman & Walker 1979). De i neervaaren—

de afhandling beskrevne undersogelser (afsnit

3.2.4.2., publikation VI) viste, at oral belast-

ning af sensibiliserede mus med homogeniseret

maelk i modsaetning til ubehandlet bovin maelk

fmte til vaeskeophobning i tarmen, samt mast-

celledegranulering i tarmens mucosa. Disse

aendringer i mucosa er 1 overensstemmelse med

de aendringer, der blev beskrevet i rotters tarm

ved oral belastning med ovalbumin (Perdue er

al. 1984). Selv om de beskrevne aendringer i

musens tarmvaeg ligner de tarmreaktioner, der

er karakteristiske ved humane allergireaktio-

ner, er det endnu uvist i hvor h@j grad musen

kan fungere som model for humane gastrointe—

stinale allergireaktioner.

BALB/c mus udviste hejere sensitivitet end en

tilfaeldigt valgt marsvinstamme i anafylaktisk

shock model ved belastning med homogenise-

ret maelk (afsnit 3.1.5.). Dosis af homogenise-

ret maelk, der var nedvendig for at inducere

anafylaktisk shock i marsvin i naervaerende un—

dersegelser (45 mg/kg) var noget hajere end

dosis af meelkeprodukter (30 mg/kg), der blev

anvendt i undersegelser af varmebehandlings

indflydelse pé maelks allergenicitet (McLaugh-

lan et al. 1981). De citerede undersegelser pé

marsvin blev ikke udfrart som dosis-responsun-

derstagelser, 0g sensitiviteten (laveste dosis der

kan inducere anafylaktisk shock) fremgér ikke

af referencen (McLaughlan et al. 1981). Intra-

venes injektion af h@je koncentrationer af pro-

tein (f.eks. ufortyndet maelk) kan vanskeliggg-

res af prevernes viskesitet, 0g intravenes injek—

tion af ufortyndet malk (McLaughlan et al.

1981) blev muligvis anvendt, fordi alene ufor-

tyndet maelk var i stand til at inducere anafy—

laktisk shock i marsvin.

De 1 naervaerende afhandling beskrevne under-



sagelser dokumenterede, at mus bade m.h.t.

anafylaktisk sensitivitet overfor homogenise—

ret 0g ubehandlet maelk (afsnit 3.2.1.), 0g

m.h.t. de allergiske tarmreaktioner (afsnit

3.2.4.1. 0g 3.2.4.2.) kan udvise vwsentlige lig—

heder med humane type—I—hypersensitivitets-

reaktioner overfor komaelk.

Der foreligger séledes ingen entydig grund til at

antage, at den i naervaerende afhandling be—

skrevne murine anafylaktisk shock model er

mindre egnet end den marsvinmodel, der tradi—

tionelt vaelges som model for human komaelk-

sallergi (Knights 1985).

Da en anafylaktisk shock test vaesentligt lettere

udfzres p21 mus end pé. marsvin, tillader anven—

delse af mus udfgrelse af stgrre faktorielle for—

seg, hvor dosis-respons—sammenhaenge kan

underseges. Dette har isaer haft betydning ved

belysning af homogeniserings indflydelse pé

komaelkproteiners potentielle allergenicitet.

Dosis—respons forsrag er ikke blevet udfart i un-

dersragelser med anvendelse af marsvin (Mc—

Laughlan et a1. 1981, Heppell et al. 1984,

Knights 1985). Disse undersegelser, hvor en re—

lativ h@j dosis af allergen er blevet anvendt, har

alene vaeret anvendelige til at pévise markante

forskelle i allergenprasparationernes evne til at

udhase anafylaktiske reaktioner.

3.3.2. Effekt af homogenisering pd mwlks al-

lergenicitet - den kolloidkemiske model.

Iagttagelsen af, at homogenisering foregede

maelkens evne til at udlesse anafylaktisk shock i

sensibiliserede mus, kan muligvis forklares ud

fra en kolloidkemisk indfaldsvinkel (publika-

tion III):

Homogenisering farer til dannelsen af lipid-

protein—komplekser, der er karakteriseret ved,

at isaer kaseinmolekyler indlejres 1 de smé fedt-

legemers overflade. Herved stiger eksponerin—

gen af alfa- 0g beta—kaseinmolekylernes anti-

gendeterminanter vaesentligt sammenlignet

med ubehandlet maelk, hvor sterstedelen af ka-

seinmolekylernes antigendeterminanter ligger

skjult i miceller.

Kaseinmicellerne er daekket af kappa-kasein p51

deres overflade, og det er rimeligt at antage, at

micellerne stort set kun eksponerer kappaka—

seinmolekylernes antigendeterminanter. Ved
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den intravengse belastning af sensibiliserede

mus Vi1 homogeniseret maelk séledes eksponere

et sterre antal forskellige antigenedeterminan—

ter end ubehandlet meelk. Homogeniseret

maalk vil clerfor lettere kunne reagere med anti-

stoffer pé mastcellernes overflade 0g inducere

mastcelledegranulering.

Bade ud fra resultaterne opnéet ved underm-

gelser af tarmreaktioner efter oral belastning af

sensibiliserede mus med homogeniseret maelk

(afsnit 3.2.4.2., publikation VI), 0g ud fra re-

sultaterne opnéet ved studier af ubehandlet 0g

homogeniseret maelk i den murine anafylaktisk

shock model (afsnit 3.2.1 ., publikation I—III 0g

V), saint ud fra den udtalte lighed mellem det

murine 0g humane immunsystem (afsnit 2.3)

synes det umiddelbart rimeligt at antage, at ho—

mogeniseret maelk ogsé i komaelksallergiske

patienter vil veere mere effektiv til at udllse

anafylaktiske reaktioner end ubehandlet

maelk. Hvis dette er tilfaeldet, er det muligt, at

opstille en hypotese for virkningen af homoge-

niseret maelk i forbindelse med human ko-

maelksallergi:

Homogeniseret maelks kaseiner vil i h@jere

grad end ubehandlet m&lks kaseiner kunne né

med 1 tarmen 0g inducere a1lergiske reaktioner i

den komaelksallergiske patients tarmvaeg.

Reaktionerne medfflrer atrofiering af tarmvilli

0g en stigende permeabilitet af tarmvaeggen

(Eastham & Walker 1979, Paganelli et al. 1979,

Bahna & Gandhi 1983). Den stigende tarmper—

meabilitet vil fare til en stigende optagelse af

ufordiajet maalkeprotein, 0g systemiske allergi-

reaktioner vil kunne induceres. Det skal dog

bemaerkes, at der stadig hersker tvivl om, hvor-

vidt atopiske tarmreaktioner farer til fomget

allergenoptagelse (Husby 1988). Endvidere vil

kaseinmolekylernei homogeniseret mwlk, hvis

de optages i form af lipid—protein-komplekser,

i felge den kolloid-kemiske model, kunne indu-

cere en staerkere systemisk anafylaktisk reak-

tion end en tilsvarende koncentration af ka-

seinmolekyler i ubehandlet maelk. Ud fra den—

ne hypotese mé det derfor antages, at provoka—

tion af atopiske komalksallergiske patienter

med homogeniseret maelk v11 fare til mere vold-

somme kliniske manifestationer end provoka-

tion med den samme maengde ubehandlet ko-
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maelk. Felgelig mé det forventes, at kliniske

dosis-respons—undersragelser kan demonstrere

en forskel i homogeniseret maelks 0g ubehand-

let meelks evne til at udlzse anafylaktiske reak-

tioner. Denne hypotese blev senere bekraeftet

af overlaege A. Heist, der ved undersegelse af 5

staerkt type—I-hypersensitive barn i en dosis—re-

spons—undersogelse viste, at homogeniseret

maelk udlraste de allergiske reaktioner ved lave-

re closer end uhomogeniseret maelk (Hnst 0g

Samuelsson 1988).

Hypotesen stettes ogsé af andre sammenlignin-

ger af homogeniseret 0g ubehandlet maelk. Ved

provokationstest af veldokumenterede ko-

maelksallergiske barn, der alle reagerede ved

provokation med homogeniseret maelk (kon-

ventionel komaelksbaseret modermaelkserstat-

ning), kunne omkring 16% af bernene téle den

ubehandlede maelk (Hansen et al. 1987). Resul-

tatet er i overensstemmelse med, at cirka 13%

af veldokumenterede komaelksallergiske barn

kunne téle ubehandlet gedemmlk (Juntunen &

Ali-Yrkkd 1983). De t0 sidstnaevnte underse-

gelser blev ikke udftart som egentlige dosis—re—

spons—undersogelser, 0g det er derfor ikke mu-

ligt at afgere om starre (eller mindre) forskelle

p23 dc to maelketypers evne til at udlese allergi-

ske reaktioner Ville kunne erkendes ved anven-

delse af andre provokationsdoser. Resultater i

dc to sidstnaevnte referencer er alene et udtryk

for, at der for nogle patienters vedkommende

var forskel mellem dc to maelketypers evne til

at udlese allergireaktioner ved de anvendte do—

ser.

De 1 naervaerende afhandling beskrevne under-

segelser viste en rimelig god overensstemmelse

mellem resultaterne fra den murine model 0g

de relativt sparsomme kliniske underszgelser

foretaget pé veldokumenterede komaelksaller-

giske patienter m.h.t homogeniseringens effekt

p21 komzelks evne til at udlese allergireaktio-

ner. Resultaterne fra den murine model 0g den

heraf afledede kolloidkemiske model har vist

sig at kunne forklare visse reaktionsmenstre i

komaelksallergiske patienter, 0g den murine

anafylaktisk shock model har i denne sammen-

haeng vist sin anvendelighed. Undersegelserne

af olie-ovalbumin—emulsioner (afsnit 3.2.2.,

publikation III) viste, at dannelse af olie-pro-
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tein—komplekser ikke forzgede ovalbumins ev—

ne til at udlese anafylaktiske reaktioner i sensi-

biliserede mus. Béde homogeniserede 0g uho-

mogeniserede olie—ovalbumin-emulsioner kun—

ne inducere anafylaktisk shock i mus ved en

dosis pé 100 mikrogram/dyr, 0g der blev ikke

iagttaget forskelle i forlgbet eller styrken af de

anafylaktiske reaktioner. Nativt ovalbumin er

fuldt vandopleseligt, 0g dannelse af lipid-pro-

tein-komplekser farer ikke, i modswtning til

homogenisering af komaalk, til eksponering af

antigendeterminanter, der i den native form er

skjult. Dannelse af olie-proteinkomplekser sy-

nes séledes ikke per se at repraesentere en saerlig

>>aggressiv<< konfiguration m.h.t. induktion af

mastcelledegranulering.

I publikation III har jeg formuleret >>den kol-

loidkemiske model:

The allergenicity of a protein, i.e. the lowest

dose of the protein capable of inducing allergic

reactions, is dependant both on the allergenic

determinants of the protein and on the colloid

chemical environment of the protein<<.

Den kolloidkemiske model for at proteins aller-

genicitet fremh&ver den vaesentligste konklu—

sion, der kan drages af undersagelserne af ho—

mogeniseringens betydning. Nemlig at allergi-

tests med isolerede proteiner kan give mangel-

fulde oplysninger om proteinernes faktiske

evne til at udlose allergireaktioner, specielt i si-

tuationer, hvor proteinerne naturligt forekom—

mer i kolloide strukturer. Det er séledes muligt,

at proteiner f.eks. pé overfladen af pollenkorn,

husdyrhér, mel eller husstevmider vil udvise

forskellig allergenicitet afheengig af, om aller-

gikeren provokeres med disse proteiner pé de—

res naturlige overflader eller isoleret fra disse

f.eks. i priktest.

Det skal understreges, at de kolloidkemiske

forholds indflydelse p51 proteiners potentielle

allergenicitet alene kan underszges i in vivo

modeller. In vitro metoder som ELISA, RAST

0g immunelektroforetiske teknikker kan kun

anvendes ved analyser af isolerede proteinek-

strakter, der er fri for sterre komplekser 0g

partikler (publikation III).



3.3.3. Effekt af homogenisering pd mcelks al—

lergenicitet - betydningfor mejeribrugetsfrem-

stilling af mwlkeprodukter.

Poulsen & Hau (1987a) har tidligere foresléet

nogle mulige mejeribrugsmaessige konsekven-

ser af den pfiviste effekt af homogenisering pé

maelkens evne til at udlese allergireaktioner i

mus. Senere undersegelser af fordelingen af

kaseiner i den murine tarm efter oral indgift af

ubehandlet 0g homogeniseret mzelk (afsnit

3.2.4.1.) viste, at kaseinerne fra homogeniseret

maelk nér tarmen i hejere koncentrationer end

kaseinerne fra ubehandlet mwlk.

Dette kan skyldes, at homogeniseret maelk i

den murine ventrikel, som i den humane ventri-

kel, giver et lasere koagel end ubehandlet maelk

(Spur 1948a,b). Det er taenkeligt, at det lese

koagel, der dannes af homogeniseret maelk i

mavesaekken, overfares hurtigere til tarmen. I

modsaetning hertil, v11 det t£tte koagel, der

dannes af ubehandlet maelk, fremsté som en

fast masse, der alene bringes i oplrasning ved en

gennemgribende hydrolyse 0g dannelse af

opleselige spaltningsprodukter. Oprindeligt

var et vaesentligt argument for at anvende ho-

mogenisering specielt ved fremstilling af mo-

dermaelkserstatninger, at homogeniseret maelk

i mavesaekken giver et lest koagel svarende til

koagelet af human mmlk (Spur 1948a,b). A1-

vorlige tilfeelde af forstoppelse af mavesaekken

efter anvendelse af kogt, uhomogeniseret

maelk til spaedbern udgjorde séledes et vaesent—

ligt argument for en generel brug af homogeni-

sering.

Undersegelser beskrevet i naervaerende af-

handling viste, at oral belastning af sensibilise-

de mus med homogeniseret mwlk ferte til vee-

skeudtraedning i tarmlumen, samt mastcellede-
granulering i tarmmucosa, mens ubehandlet

meelk ikke farte til disse wndringer i tarmvaeg-

gen (afsnit 3.2.4.2., publikation VI). Dette re-

sultat kan vzere i overensstemmelse med klini—

ske undersegelser, der viste, at Visse komaelks-

allergiske barn kan tale ubehandlet maelk, selv

om de reagerer pé homogeniseret maelk (Han-

sen er al. 1987).

Endvidere er det for nyligt vist, at béde subku-

tan (afsnit 4.2.2., publikation V-VI) 0g oral

sensibilisering (publikation V-VI) af mus med
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lave koncentrationer af homogeniseret maelk, i

modsaetning til ubehandlet maelk, ferte til pro-

duktion af hgje IgE-titre 1 serum. Disse resulta-

ter, der diskuteres mere detaljeret i afsnit

4.3.2., viste, sammenholdt med resultaterne

fra afsnit 3.2.1 0g afsnit 3.2.4.2., at homogeni-

sering péfgrer malk béde en foreget evne til at

sensibilisere mus 0g en foraget evne til at udla—

se systemiske 0g intestinale anafylaktiske reak-

tioner i sensibiliserede mus.

Der har endnu ikke vaeret udfert kliniske un-

dersegelser, der belyser i hvor hej grad homo-

genisering har betydning for komaelks evne til

at sensibilisere spaedbern med risiko for at ud-

vikle komaelksallergi, 0g det er endnu uvist, i

hvor he} grad den murine model simulerer hu—

man type—I-hypersensitivitet p51 dette omréde.

De 1 afhandlingen beskrevne undersegelser af

betydningen af homogenisering pé komaelks

allergenicitet i mus udgm séledes ikke et til-

straekkeligt argument for et generelt stop for

brug af homogenisering. Komaelksaflergi er en

lidelse, der alene bemrer en begraenset del af

befolkningen, og der findes ingen videnskabev

Iige undersegelser, der godtger, at homogeni-

sering af mazlk kan udgere en gene for resten af

befolkningen. Endvidere kan flertallet af k0-

maelksallergiske patienter hverken téle ube-

handlet eller homogeniseret maelk, nér fgrst de

er blevet overfalsomme. Undladelse af homo-

genisering vil séledes‘ initialt kun vaere til gavn

for meget fé komaelksallergiske patienter.

Hvis kliniske undersegelser senere viser over-

ensstemmelse med de her beskrevne understa-

gelser pé mus m.h.t. homogeniseringens betyd-

ning ved udvikling af komaelksallergi, kan det

imidlertid vaere hensigtsmaessigt at overveje, at

udlade brug af homogeniserede modermaelks—

erstatninger til spaedbern praedisponeret for at

udvikle komaelksallergi.

3.4.4. Effekt af varmebehandlingpd mcelks al-

lergenicitet.

Naervaerende undersegelser viste, at varmebe-

handling ved 100 grader Celsius i 30 min kunne

reducere maelkens allergenicitet (afsnit 3.2.1.,

publikation I-III), sandsynligvis ved denature-

ring af antigendeterminanter pé valleproteiner-

nes overflade, 0g ved dannelse af nonreaktive
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komplekser mellem lactoglobulin 0g kappaka-

sein. Dette resultat er 1 overensstemmelse med

resultater opnéet pé marsvin, hvor staerk var-

mebehandling kunne reducere maelks allerge—

nicitet (McLaughlan et al. 1981) 0g helt elimi-

nere valleproteinernes allergenicitet (Heppell et

al. 1984).

4. HOMOLOG MURIN PCA-TEST. MA-

LING AF KOMIELKSPROTEINERS OG

PEPTIDERS ALLERGENICITET.

4.1. UDVIKLING 00 OPTIMERINGAFEN

MURIN PCA—TEST.

4.1.1. Formd/

Den murine PCA-test blev udviklet i forbindel-

se med det tidligere omtalte tvaerfaglige pro-

jekt, for at opné en in vivo test, der tillader en

relativ hurtig semikvantitativ screening af k0-

maelksprotein- 0g peptidpraeparationers aller—

genicitet. Idenne sammenhaeng defineres aller-

geniciteten dels ved:

- praeparationens evne til at inducere dannelse

af heje reagintitre i mus - 0g dels ved —

- praeparationens evne til at inducere mastcel-

ledegranulering, mélt ved den laveste kon—

centration af allergenpraeparationen, der

kan udlese en positiv reaktion i den murine

PCA—test.

4.1.2. Valg afforsagsdyr

Marsvin (Luz' et al. 1967, Bing & Stavitsky

1968) 0g rotter (Takase et a1. 1979, Kurisaki et

al. 1982) har traditionelt vaeret de foretrukne

dyrearter til PCA-test 0g PCA-inhibitions—test

af peptiders potentielle allergenicitet. Marsvin

0g rotter er p51 grund af deres sterrelse velegne-

de til titerbestemmelse af IgE 0g til udfiarelse af

PCA—inhibitions—test. I begge tilfeelde kan

mindst 8 pmver analyseres pé hvert dyr.

Resultater opnéet ved PCA-inhibitions—test er

generelt vanskelige at fortolke (jvf. afsnit

2.3.5.), og PCA-inhibitions—tes’t blev af denne

grund ikke anvendt.

Mailing af peptiders potentielle allergenicitet

ved direkte PCA-test, hvor peptidpraeparatio-

ner injiceres intravenest, tillader kun analyse

af en preve pr. dyr. I denne situation, hvor a1-
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1ergeniciteten bar underseges i en dosis—re—

spons-sammenhaeng, er forbruget af forsrags-

dyr relativt stort. Mus er derfor et attraktivt a1—

ternativ til rotter 0g marsvin af de grunde, der

er fremhaevet i afsnit 2.3.1. 0g afsnit 3.1.2.

(publikation IV, Poulsen & Hau 1988a,b).

Endvidere er PCA-test pé mus generelt velbe-

skrevet béde m.h.t. sensibiliseringsmetoder for

opnéelse af hzj IgE-titer (Vaz et al. 1971), 0g

m.h.t. forskellige stammers sensitivitet (Levine

& Vaz 1970, Vaz & Ovary 1970, Ovary et al.

1975, Braga & Mata 1976). Mastcellerne fra

BALB/c mus angives at have haj sensitivitet in

vitro (Vaz & Ovary 1970), 0g denne stamme,

der var umiddelbart tilgaengelig fra Panum 1n-

stituttet, Kebenhavns Universitet, blev derfor

foretrukket.

4.1.3. Udvikling af den murine PCA-test

PCA—test anvendes traditionelt til titerbestem-

melse af IgE (Vaz et al. 1971, Jarrelt & Steward

1974, Ovary et a1. 1975, Bazin & Platteau 1976,

Jarrett et al. 1976) 0g IgGl , der i mus kan sensi-

bilisere mastceller (Levine & Vaz 1970, Vaz et

a1. 1971, Ovary et al. 1975 , Braga & M0ta1976,

Baeron el al. 1982). Ved titerbestemmelse af

antistoffer injiceres ofte staerkt fortyndede an-

tistofpraeparationer 1 de kutane depoter. Ovary

(1964) viste, at fglsomheden af PCA-tests (ud-

trykt ved den laveste dosis af antigen, der kun-

ne inducere positiv PCA—reaktion) steg med sti—

gende koncentration af antigenspecifikt IgE i

det kutane depot.

For at kunne anvende PCA-test som en relativ

felsom in viva test til bestemmelse af protein—

0g peptidprzeparationers potentielle allergeni—

citet, var det séledes @nskeligt at injicere kuta-

ne depoter med hejt indhold af specifikt IgE.

En serie przeliminaere undersagelser blev ud-

frart for at optimere den murine PCA—test (pu-

blikation IV, Poulsen & Hau 1988b). Underse-

gelserne blev koncentreret om:

1. Produktion af allergenspecifikke antisera

med hej IgE—titer.

2. Udvikling af metode til at opné et velaf—

graenset depot af antiserum med heij IgE-ti-

ter.



PRODUKTION AF ALLERGENSPECIFIK-

KE ANTISERA MED H0] IgE-TITER.

IgE-titeren i antisera fremstillet ved sensibilise—
ring af BALB/cBom mus ved anvendelse af tre
forskellige sensibiliseringsmetoder blev sam-

menlignet. Valleproteinkoncentrat blev an—

vendt som antigen (publikation IV). De tre sen-

sibiliseringsmetoder var:

i. Sensibilisering ved klassisk immuniserings-

metode for produktion af prwcipiterende
antistoffer.

Primeer injektion: 20 BALB/CBom hummus

(KVL, 5 uger) blev injiceret subkutant i nakken

med 100 mikrogram valleprotein i 100 mikroli-

ter Freunds Complete Adjuvant (FCA).

Boosterinjektioner: Efter 14 dage blev hver

mus injiceret subkutant i nakken med 100 mi-
krogram valleprotein i 100 mikroliter Freunds
Incomplete Adjuvant (FIA). Dette blev genta—

get efter yderligere 14 dage.

Fire dage efter den sidste boosterinjektion blev

musene afbletdt, 0g en pool af sera blev frem-

stillet 0g opbevaret ved —20 grader Celsius.

ii. Alternativ sensibiliseringsmetode for haj

IgE— produktion.

Det er velbeskrevet, at sensibilisering med lave

doser af antigen fér dette til at virke som aller-

gen, 0g ferer til produktion af et vedvarende
hejt niveau af IgE i serum hos rotter (Jarrett &
Steward 1974, Jarrett et al. 1976, Jarrett 1978)

og mus (Vaz et al. 1971, Braga & Mala 1976,
Nielsen et a1. 1989). Jarrett et al. (1976) an-
vendte intraperitoneal injektion af varme—

draebte pertussisbakterier samtidig med pri-
meerinjektionen af antigen (1.0 mikrogram

ovalbumin intradermalt pr. rotte). Den intra-

peritoneale injektion af pertussisbakterier blev

angivet at have en generel stimulerende effekt

pé IgE-produktionen. FCA indeholder varme-
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dr&bte tuberkelbakterier, der ligeledes giver en

generel stimulering af immunsystemet, 0g den

alternative sensibiliseringsmetode var séledes

en modifikation af den af Jarrett et al. (1976)

beskrevne. 20 BALB/CBom hunmus (KVL, 6

uger) blev sensibiliseret:

Primaerinjektion: 1 mikrogram valleprotein

subkutant i nakkeregionen 0g pé samme dag

intraperitoneal injektion af 100 mikroliter

FCA.

Boosterinjektioner: 0.1 mikrogram vallepro-

tein subkutant i nakken hver 10. dag. Hver mus

modtog i alt 2 boosterinjektioner.

Fire dage efter den sidste boosterinjektion blev

musene afblzdt 0g en p001 af sera fremstillet.

iii. Oral sensibilisering.

Undersggelser af maelks allergenicitet ved sy-

stemisk anafylaktisk shock test pé marsvin er

traditionelt blevet udfgrt ved, at marsvinene

sensibiliseres ved at drikke maelk ad libitum i 2

uger (McLaughlan er al. 1981, Heppell et al.

1984). I naervaerende undersagelse blev 15

BALB/cBom mus sensibiliseret ved ad libitum

at aede foderpiller indeholdende 15% skum-

metmaelkspulver (publikation I 0g 1V).

Titerbestemmelse af specifikt IgE blev udfert

ved homolog PCA-test (Ovary 1964, Brockle—

hurst 1973, Poulsen & Hau 1988a,b, publika-

tion IV). Et felt psi 3 x 4 cm blev barberet pé

ryggen af musene. P51 hver mus blev t0 intra—

dermale depoter anbragt: Et antistofholdigt

depot og et depot indeholdende 0,9070 NaCl

(kontrol). Efter en latensperiode pi 3 timer

blev musene belastet med intravenes injektion

af 100 mikrogram valleprotein i 250 mikroliter

1,0% Evans Blue (Sigma) i 0,9070 NaCl. Dyre-

nes ryg blev undersegt efter 15 min 0g 30 min

(publikation IV).

Titer af reagine antistoffer i serumpools frem-

Tabel 9. IgE-titer i murine sera fremsti1let ved tre forskellige

sensibiliseringsmetoder.
 

 

Sensibiliserings- PCA-titer PCA-titer efter varme-

metode behandling af sera

(56 grader C; 60 min)

Klassisk 1:8 0

Alternativ 1:128 0

Oral 1:2 0
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stillet ved de tre forskellige sensibiliseringspro-

cedurer fremgér af Tabel 9.

Varmebehandling af sera ved 56 grader Celsius

i 60 min eliminerede antistoffernes evne til pas—

sivt at sensibilisere mus (publikation IV), hvil—

ket indikerede, at de reagine antistoffer var

varmelabile IgE-molekyler (Vaz & Ovary 1970,

Ovary et al. 1975, Braga & Mata 1976).

Den alternative sensibiliseringsmetode gav den

hejeste titer af IgE, 0g denne sensibiliserings-

metode blev anvendt rutinemassigt til fremstil-

ling af sera ti1 test af peptidpraeparaters allerge-

nicitet (se afsnit 4.2.3.). Den klassiske sensibili-

seringsmetode resulterede i en lav titer af var-

melabile PCA-reaktive antistoffer, hvilket er i

overensstemmelse med IgE—produktionen i vis-

se rottestammer sensibiliseret med heje closer

af allergen (Jarrett 1978). I modswtning hertil

fandt Vaz et a1. (1970), at sensibilisering af mus

med heje doser ovalbumin i aluminiumhydro—

xid ferte til produktion a1" sera med hraj IgGl—

titer 0g lav IgE-titer. Denne forskel kan hidm—

re béde fra forskelle 1 de anvendte musestam-

mer 0g fra forskelle i det anvendte adjuvans.

Aluminiumhydroxid er blevet fremhaevet som

et adjuvans, der kan V&re saerligt velegnet til at

stimulere IgE-produktionen (Osebold 1982). I

en praeliminaer undersegelse blev BALB/cBom

mus (KVL) sensibiliseret med valleprotein ved

anvendelse af den alternative metode 0g ved

brug af henholdsvis FCA 0g aluminiumhydro-

xid som adjuvans (ikke-publicerede resultater).

Undersegelsen viste ingen signifikant forskel i

produktionen af reagine antistoffer mélt ved

murin PCA-test. 1 en senere underszgelse, hvor

béde lave 0g h@je doser ovalbumin blev an—

vendt ved sensibilisering af mus, blev svagt h0-

jere reagin-titre opnéet med FCA sammenlig-

net med aluminiumhydroxid (Alhydrogel)

(Nielsen et al. 1989). Sidstnaevnte resultater var

i a] vaesentlighed i overensstemmelse med un—

dersegelserne pa rotter, hvor dosis af antigen,

men ikke typen af adjuvans, viste sig at vaere af
betydning for den resulterende IgE-produktion
(Jarrett 1978).
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UDVIKLING AF METODE TIL FREMSTIL—

LING AF VELAFGRAENSET DEPOT AF

UFORTYNDET ANTISERUM MED HQ] ,

IgE-TITER.

IgE—titer i murine sera kan skelnes fra IgGl—ti-

ter 1 homolog PCA—test ved at anvende lange

latensperioder (48 timer eller derover), fordi

IgE i modsaetning til IgGl farer til en persistent

sensibilisering af mastcellerne (Ovary et al.

1975).

Ved anvendelse af ufortyndet antiserum med

hej IgE-titer 0g latensperioder pé 24 timer eller

mere blev antistofferne imidlertid spredt ud

over et stort omréde af recipientmusenes ryg,

0g den positive PCA-reaktion fremstod i disse

tilf&lde som en diffus bléfarvning af hele dy-

rets ryg (publikation IV). Det var altsé nedven-

digt at finde en metode, der kunne give en loka-

liseret reaktion selv ved anvendelse af hzje an-

tistofkoncentrationer i depotet. Et veldefineret

depot 0g dermed en lokaliseret, afgraenset

PCA-reaktion kunne opnés ved at blande ufor-

tyndet antiserum med FIA (1:1) 0g anbringe

depotet intrakutant (publikation IV). En del af

depotet fandtes i dette tilfaelde subkutant, men

antistofferne kunne diffundere Op 1 huden 0g

give en lokaliseret sensibilisering af mastceller—

ne. Ved denne modifikation blev latensperio-

der p51 1 time, 2 timer, 3 timer, 6 timer 0g 24 ti-

mer sammenlignet. En latensperiode pé 3 timer

blev fundet optimal m.h.t. reaktionszonens

sterrelse 0g farveintensitet (publikation IV).
Sensitiviteten af den optimerede murine PCA—

test blev undersegt m.h.t. den laveste koncen~
tration af valleprotein, der kunne udlase en po-
sitiv PCA-reaktion i mus passivt sensibiliseret
med enten murint antistof mod valleprotein

(den alternative sensibiliseringsmetode for hzj
IgE-titer) eller kanin antistof mod valleprotein

(klassisk immuniseringsmetode for hej IgG-ti-
ter).

Undersegelsen indeholdt endvidere en sam-
menligning af sensitiviteten pé. indavlede
BALB/cBom mus avlet i flere generationer p5
henholdsvis meelkeproteinfrit foder (Tabel 10,
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Tabel 10. Sensitivitet af PCA—test ved brug af antistof fra kanin eller

 

 

 

mus.

Type af mus
Antistof

praeparation Gruppe A Gruppe B Gruppe C

Kanin 2.0 mikrogram 10 mikrogram 40 mikrogram

Mus 0.1 mikrogram 2.0 mikrogram 10 mikrogram
 

Vaerdierne angiver den laveste koncentration af valleprotein, der ved in-

travenes injektion kunne udlgse positiv PCA-reaktion. Naermere be-

skrivelse af grupperne fremgér af nedenstéende tekst.
 

gruppe A) 0g maelkeproteinholdigt foder (Ta— spons, men derimod anvendt betegnelsen

be] 10, gruppe B), samt udavlede BALB/C mus

avlet p23 maelkeproteinholdigt foder (Tabel 10,

gruppe C). De anvendte metoder er detaljeret

beskrevet i publikation IV.

Pé baggrund af de prwliminaere undersegelser

blev en optimeret murin PCA—test formuleret

til brug ved de senere rutinemaessige underse-

gelser af peptidpraeparationers allergenicitet:

1. Fremstilling af murine sera med haj IgE-ti—

ter ved anvendelse af den alternative sensi-

biliseringsmetode.

2. Murint antistof med hgj IgE-titer blev for-

tyndet 1:4 eller 1:8 0g blandet (1:1) med

FIA inden intrakutan deponering.

3. Anvendelse af indavlede BALB/cBom

(KVL) mus avlet pé maelkeproteinfrit foder

i mere end 5 generationer ved Laborato-

rium for Forsggsdyrskundskab.

Der blev ikke i den rutinemaessige anvendelse

af PCA-testen skelnet mellem IgGl— 0g IgE-re-

PCA-reaktive antistoffer som faellesbetegnelse

for alle antistoffer, der kan sensibilisere muri-

ne mastceller.

4.2. APPLIKATIONAFMURINPCA-TEST

TIL BESTEMMELSE AF KOMAELKSPRO—

TEINERS OG -PEPTIDERS ALLERGENI—

CITET.

4.2.1. Allergenicitet af komce/k.

Den murine PCA-test blev anvendt til at be-

stemme titer af komaelksspecifikt PCA—reak—

tivt antistof i murine sera fremstillet ved anven—

delse af forskellige sensibiliseringsmetoder (af—

snit 3.2.1 0g publikation I—III).

Tabel 11 viser, at sensibilisering med sme‘i closer

ubehandlet maelk 0g homogeniseret—pasteuri-

seret meelk i kombination med adjuvans gav en

vaesentlig hejere titer af PCA-reaktive anti-

stoffer end oral sensibilisering med heje doser

af skummetmaelkspulver. De fremstillede sera

Tube! 1 1. Titer af sera fremstillet ved forskellige sensibiliseringsmetoder mélt

ved homolog PCA—test.
 

 

 

Maelketype Serum anvendt i PCA—test

brugt ved

intravengs Gruppe A1 Gruppe A2 Gruppe A3 Gruppe B

be1astning titer titer titer titer

R51, ubehandlet 0 128 128 2

maelk

1.5-175—LP 0 128 128 2
 

1.5-175-LP = Lavpasteuriseret, homogeniseret letmeelk.

Sensibi1iseringsmetoderne er detaljeret beskrevet i publikation 1. Gruppe A1 -

A3 blev sensibiliseret ved anvendelse af den alternative metode (afsnit 3.1.3. 0g

afsnit 4.1.3.). A1 var kontrolgruppen placebosensibiliseret med 0,9070 NaCl, A2

blev sensibiliseret med ubehandlet mae1k 0g A3 med homogeniseret-pasteurise—

ret maelk. Gruppe B blev sensibiliseret via den orale rute (afsnit 3.1 .3.).
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viste ingen forskel i specificitet afhaengig af ty-

pen af maelk, der blev anvendt i sensibiliserin-

gen. Homogenisering af maelk ferte séledes ik-

ke til opstéen af nye determinanter, der ikke er

til stede p21 maelkeproteinerne i ubehandlet

maelk.

4.2.2. Sammenligning af ubehandlet mcelks 0g

homogeniseret- pasteuriseret moelks evne til at

sensibilisere mus.

De i afsnit 3.2.1. beskrevne forseg var den

fzrste demonstration af, at homogenisering

foreger bovin maelks evne til at udlese anafy-

laktiske reaktioner i sensibiliserede mus.

Kun meget fé kliniske undersegelser af homo-

geniseringens betydning ved human komwlk-

sallergi er blevet udfmt (Hansen et al. 1987,

Hast & Samuelsson 1987), 0g underszgelser af

homogeniseringens eventuelle effekt ved sensi-

bilisering er ikke tidligere blevet beskrevet. Jar-

rett (1978) har vist, at en persistent hoj IgE-ti—

ter i rotter opnfis, nér lave doser af allergen

(ovalbumin) anvendes i kombination med et

vilkérlig valgt adjuvans.

Homogenisering af maelk ferer til dannelse af

stabile lipid—protein—komplekser, med betyde-

lig Iighed med komplekserne 1 et olie-i-vand-

adjuvans, der vides at giver 10—fold h@jere titre

af praecipiterende antistoffer i mus end de tra-

ditionelle vand-i-olie-adjuvanser (Herbert

1965). Pei denne baggrund, var det teoretisk

muligt, at de ved homogenisering etablerede li—

pid-protein—komplekser har en foreget evne til

at sensibilisere modtagelige individer. Denne

mulighed blev studeret 1 en raekke undersegel—

ser beskrevet i detaljer i publikation V.

Effekten af ubehandlet maelk 0g homogenise-

ret-pasteuriseret sgdmeelk p51 sensibilisering af

mus blev undersagt uden anvendelse af adju-

vans, for herved at undersgge 0m homogenise—

ring i Sig selv kunne pévirke maelks evne til at

inducere reaginproduktion.

Forsngenes udfmelse 0g resultat

Fire grupper af udavlede Bom:NMRI mus

(hunner, 8-10 uger) blev sensibiliseret ved sub—

kutane injektioner af ubehandlet maelk eller

homogeniseret-pasteuriseret szdmaelk, an—

vendt som beskrevet i Tabel 12.

Boosterinjektionerne blev givet 10 dage efter

primaerinjektionerne. 4 dage efter boosterin—

jektionen blev musene afbladt, 0g en pool af

sera fra hver gruppe fremstillet. De opnéede

pools af sera blev testet for titer af reagine anti-

stoffer ved anvendelse af den murine PCA—

test, som beskrevet i afsnit 4.1.3.

Sensibilisering med hgje doser af ubehandlet

bovine meelk forte ikke til dannelse af mélelige

titre af PCA-reaktive antistoffer. Mus sensibi-

liseret med lave doser af ubehandlet maelk gav

en lav titer (1:4), mens mus sensibiliseret med

homogeniseret maelk producerede h@jere titre

af PCA—reaktive antistoffer, henholdsvis 1:16

ved nejdosis sensibilisering 0g 1:64 ved lavdo-

sis sensibilisering (publikation V).

Disse undersegelser demonstrerede, at sensibi-

lisering af mus med homogeniseret maelk uden

tilstedevaerelse af adjuvans forte til dannelse af

relativt heje serumniveauer af murine PCA—

reaktive antistoffer. Denne egenskab ved h0-

mogeniseret maelk forstaerkedes, hvis sensibili-

seringen blev udfert med lave doser af antigen.

Derimod viste ubehandlet maelk en ringe eller

manglende evne til at inducere dannelse af

Tabe112. Lav— 0g h@jdosis sensibilisering af mus med r51, ubehandlet

komaelk 0g homogeniseret-pasteuriseret sedmxlk.
 

Type af maelk Dosis af komaelksprotein (mikrogram/mus)

Primaer injektion Booster injektion
 

R51, ubehandlet maelk

Lav dosis sens.

Haj dosis sens.

Homogen.-pasteur. maelk

Lav dosis sens.

Haj dosis sens.

100

100
 

30



PCA—reaktive antistoffer i mus, hvis sensibili-

seringen blev udftart uden adjuvans.

Resultaterne kan vaere i overensstemmelse med

de af Jarrett (1978) beskrevne, hvis det anta—

ges, at homogenisering af maelk i sig selv péfe-

rer maelken adjuvansegenskaber.

4.2.3. Allergenicitet af valleproteiner, valle-

proteinhydrolysater 0g peptider heraf.

Publikation IV beskriver en detaljeret underse—

gelse af allergeniciteten af peptider som funk—

tion af deres starrelse (se endvidere Poulsen &

Hau 1988a,b).

Peptiderne blev fremstillet ved enzymatisk hy—

drolyse af valleproteiner efterfulgt af sejlekro-

matografisk adskillelse af peptiderne i fem

grupper med faldende molekylvaegt (Tabel 13).

Tabel 13. Przeparationer anvendt ved analyse af ef—

fekten af enzymatisk hydrolyse p21 allergeniciten af

bovine valleproteiner (publikation IV).
 

Nomenklatur

CWP Koncentreret valleprotein

CWP—hydrolysat Intensiv hydrolyse 0f CWP - Hy-

drolysegrad 17,5%

Mild hydrolyse af CWP 0g sepa-

ration af peptider ved gelfiltrering

P raeparation
 

Peptidpool I-V

 

Peptidpool I—V blev fremstillet ved gelfiltrering

af hydrolyseret CWP (>>Concentrated Whey

Protein<<) p51 Biogel P—30 0g Biogel P-6 szjler

(publikation IV). P001 1 indeholdt uhydrolyse-
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ret valleprotein, mens p001 II—V indeholdt pep-

tider med faldende molekylvaegt (Tabel 14).

Tube] 14. Molekylvaegtsfordeling af peptider 1 p001

 

 

I-V.

Pool Molekylvaegt

I > 14000

11 14000 — 11000

111 11000-6500

IV 6500 - 3400

V < 3400
 

Allergeniciteten af de forskellige praeparatiov

ner blev undersegt 1 en dosis—respons analyse

ved anvendelse af murin PCA—test.

Resultatet af undersagelsen er summeret i Ta—

bel 15 (publikation IV, Poulsen & Hau

1988a,b).

De mest lavmolekylaere peptider (MW mindre

end cirka 3400 Da) kunne ikke inducere positiv

PCA-reaktion i den murine PCA—test ved an—

vendelse af murine antistoffer mod valleprotei-

ner. Peptiderne i molekylvaegtsomrédet 6500—

3400 Da viste svag evne til at inducere PCA—

reaktion ved en dosis pé 100 mikrogram/mus,

hvilket svarer til en reduktion af allergenicite-

ten pé cirka 1000 gange sammenlignet med na-

tive valleproteiner (publikation IV). Peptider-

ne i pool I-III viste ingen reduktion i allergeni—

citeten ved de anvendte dosisniveauer.

CWP-hydrolysatet viste en lav allergenicitet

ved 100 mikrogram/mus. I modsaetning til

Tabel 15. Allergenicitet af hydrolyserede vaileproteiner 0g peptider
separeret ved gelfiltrering.
 

 

Intradermal Intravenes PCA-reaktion

injektion injektion dosis (mikrogram/dyr)
Antigen 25 100 400

Ab CWP + + + + + + + + +
Ab CWP—hydrolysat ingen + +

Ab P0011 +++ +++ +++
Ab PoolII +++ +++ +++
Ab P001111 +++ +++ +++
Ab Pool IV ingen + + + +
Ab P001 V ingen ingen ingen
Ab Saline ingen ingen ingen
Saline CWP ingen ingen ingen
 

Ab = antistoffer. + + + = staerk PCA-reaktion (10 mm).
+ = svag PCA-reaktion (<3 mm) visualiseret pé undersiden af

huden.
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peptid pool IV viste CWP-hydrolysatet ikke en

normal dosis-respons sammenhaeng ved fom-

gelse af dosis af antigen. Forklaringen herpé

kan veere, at hydrolysatet har et tht indhold af

peptider med blot en antigendeterminant. Dis-

se peptider, der ikke i sig selv kan inducere

mastcelledegranulering, kan taenkes at binde til

IgE pé mastcellernes overflade, 0g herved inhi—

bere mastcelledegranulering ved at forhindre

bindingen af starre peptider eller valleproteiner

(Poulsen & Hau 1988b) - se endvidere afsnit

4.3.3. Peptidpool IV havde ikke et indhold af

mindre peptider med potentielt PCA—inhibe-

rende egenskaber, og muligvis derfor viste pep-

tidpool IV den normale dosis-respons sammen-

haeng. Undersegelsen tydede psi, at dosis-re-

spons analyser af allergeniciteten béde kunne

anvendes til at opné et semikvantitativt ma] for

styrken af allergeniciteten, og samtidig give in-

formationer om tilstedevaerelse af PCA-inhi-

berende komponenter i den testede preve

(Poulsen & Hau 1988b).

4.2.4. Allergenicitet af hypoallergene m0der~

moelkserstatninger.

4.2.4.1. Allergenicitet af hypoallergene valle-

proteinprodukter fremstillet i forbindelse med

projektet.

Den murine PCA-test blev anvendt rutinemaes-

sigt til kvalitetskontrol af fremstillede peptid—

preeparater inden deres afpmvning pé klinisk

veldokumenterede komaelksallergiske barn.

Forskellige peptidprwparater blev fremstillet i

forbindelse med projektet >>udvikling af et hy-

poallergent levnedsmiddel<< ud fra enzymatisk

hydrolyse af skummetmaalksprotein, natrium—

kaseinat eller valleproteinkoncentrater. Pep—

tidpraeparaterne blev allergenicitetstestet ved

PCA, ELISA 0g provokationstest p51 klinisk

veldokumenteret komaelksallergiske barn.

Peptider mindre end cirka 6000 Da, isoleret

ved ultrafiltrering gennem 6000 Da cut off

membraner, blev fundet at vaere hypoallerge—

ne, d.v.s. ude af stand til at inducere positiv

PCA—reaktion i mus 0g tilsvarende ude af

stand til at udlese allergireaktioner ved provo—

kationstest af komaelksallergiske barn. ELISA

blev anvendt til at vise, at disse prseparater

havde en antistofbinding, der var 10.000 —
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100.000 gange lavere end antistofbindingen af

uhydrolyseret valleprotein. Dette arbejde, der

vaesentligst bestod i udvaelgelse af egnede en-

zymsystemer til hydrolyse af maelkeproteiner,

samt i optimering af procesparametre med hen-

blik p21 at opné et hejt udbytte af hypoallergene

peptider uden bittersmag, er mere udferligt be-

skrevet i dansk patentansegning nr. 5897/85

(Samuelsson & Poulsen).

De procesteknologiske undersagelser resultere—

de i udvikling af en metode til fremstilling af

hypoallergene peptider i semiindustriel skala.

Peptiderne blev, blandet i Nutramigen, an-

vendt 1 en 5-ugers pilotafpmvning p51 10 klinisk

veldokumenteret komaelksallergiske barn.

Den kliniske undersggelse blev forestéet af

overlaege Arne Hest, Senderborg Sygehus,

mens han var ansat som 1. reservelaege ved

Odense Universitetshospital. Flere af disse

barn i alderen 1 - 2 :31 var type—I-hypersensitive,

og udviste meget voldsomme allergireaktioner

selv ved provokation med smé maengder ko-

maelk. Fer afprzvningen viste flere af disse

barn ofte milde kroniske reaktioner, diarre 0g

allergisk eksem, selv om deres ernaering bestod

af en mailkeproteinfri diaet, vaesentligst den

hypoallergene modermaelkserstatning Nutra—

migen (Bristol Myers). Disse symptomer blev

saedvanligvis tilskrevet diaetbrud, der i praksis

er meget vanskeligt at undgé, idet komaelks-

proteiner anvendes som additiv 1 en lang rwkke

forskellige naerings- 0g nydelsesmidler. Det

kan dog ikke udelukkes, at disse barn reagere-

de direkte mod komponenter i Nutramigen (se

afsnit 4.2.4.2. 0g 4.2.4.3.).

Afpmvningen viste, at barnene ikke blot tole-

rerede de fremstillede vallepeptider, men ogsé

at bernene med hensyn til de kroniske sympto-

mer udviste en betydelig bedring i tilstanden,

hvor isaer den allergiske eksem forsvandt eller

bedredes betydeligt. Efter afpmvningsperio-

dens ophm genopstod de kroniske symptomer

indenfor fé uger. Resultatet tydede pé, at de

fremstillede peptider havde en terapeutisk ef-

fekt, der muligvis hidmrte fra tilstedevaerelsen

af peptider, der kunne blokere patienternes ko-

maelksspecifikke IgE—antistoffer, 0g herved

forhindre induktion af mastcelledegranulering

ved belastning med smé maengder af komaalks—



protein f.eks. i forbindelse med diaetbrud.

Denne observation 0g den farnaevnte manglen-

de dosis-respons sammenhaeng ved PCA-test

af CWP-hydrolysatet (afsnit 4.2.3.) indikere-

de, at det er muligt at fremstille peptider, der

ved deres inhiberende egenskaber har poten-

tielle terapeutisk" "Qenskaber. En lignende ob—

servation blev beskrevet af Stefanovic et al.

(1974), der viste, at hydrolyseret human serum

albumin (HSA) kunne inhibere anafylaktiske

reaktioner mod HSA i passivt sensibiliserede

marsvin, mens HSA-hydrolysatet ikke selv

kunne inducere anafylaktiske reaktioner.

Peptidpraeparatet, der blev anvendt i den klini-

ske pilotafprevning, blev forinden testet for

dets evne til at inducere produktion af PCA-

reaktive antistoffer i mus, da mild enzymatisk

hydrolyse af komaelksproteiner (f.eks. beta-

lactoglobulin) kan fare til dannelse af nye anti-

gendeterminanter, der ikke findes pé de native

proteiner (Spies 1973, Haddad et al. 1979).

To grupper af BALB/cBom hanmus (KVL, 6

uger) blev sensibiliseret ved anvendelse af den

alternative sensibiliseringsmetode (afsnit

3.1.3. 0g afsnit 4.1.3.). To dosisniveauer blev

anvendt for at forage muligheden for antistof—

dannelse mod den ukendte maengde af poten—

tielt allergene peptider (Tabe1 16).

Ingen af de to grupper mus viste produktion af

specifikke PCA—reaktive antistoffer ved den

efterfelgende PCA-test, hvor béde peptidprae-

parationen (500 mikrogram/mus) 0g vallepro-

teinkoncentrat (100 mikrogram/mus) blev an-

vendt som allergen.

4.2.4.2. ngmolekylaere allergene komponen-

ter i Nutramigen.

De to kommercielt tilgaengelige hypoallergene

modermaelkserstatninger Nutramigen og Pre—

gestimil (Bristol Myers) anbefales af allergolo-

ger som en specialdiaet til komaelksallergiske
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spaedbern (Qsterballe 1983). Komaelksallergi-

ske barn trives ofte pé Nutramigen, men enkel—

te af disse barn udviste allergisymptomer ved

provokation med Pregestimil (Seban et al.

1977). Tidligere undersegelser p51 forsegsdyr

har vist, at Pregestimil indeholdt hejmoleky-

laere allergene komponenter, der kunne indu-

cere produktion af specifikke praecipiterende

antistoffer i kaniner 0g marsvin (Seban et al.

1977). Selv om Nutramigen ligeledes blev pé-

vist at have et indhold af hejmolekylaere kom-

ponenter, lykkedes det ikke, at inducere pro-

duktion af antistoffer med specificitet mod k0-

maelksproteiner ved immunisering med Nutra-

migen (Seban el al. 1977).

Komaelksallergiske spaedbram, der fik Nutra-

migen som det eneste naeringsmiddel, viste

imidlertid ofte kronisk diarre, der muligvis

kunne skyldes svage allergireaktioner lokalt i

tarmmucosa (Seban et al. 1977).

Naervaerende undersggelse blev gennemfert

for at undersege, om de hajmolekylaere kom—

ponenter i Nutramigen kunne inducere dannel—

se af murine PCA-reaktive antistoffer ved an—

vendelse af den alternative immuniseringsme-

tode (Poulsen & Hau 1987b).

Isolering af hnjmolekylcere komponenter fra

Nutramigen.

15 gram Nutramigen blev oplast i 100 ml deio—

niseret vand ved ommring i 2 timer ved stue-

temperatur. Herefter blev pmven centrifugeret

(4500 rpm i 30 min ved 20 grader Celsius, ra-

dius 14 cm) for at fjerne lipid 0g sedimentere

uopleseligt materiale, b1.a. kolloidalt fosfat.

Prever af 10 m1 af supernatanten blev gelfiltre-

ret pa Biogel P-6, som beskrevet i publikation

V, med 0,1 M ammoniumhydrogencarbonat

som elueringsbuffer. Fraktioner af 5,0 m1 blev

opsamlet. Fraktioner med indhold af eksklude—

rede komponenter (molekylvaegt sterre end

Tube! 16. Sensibilisering af mus med hypoallergen vallepeptidprae-

 

 

paration.

Gruppe Primaar 1. Booster 2. Booster
(10 mus) injektion injektion injektion

(FCA) (FIA) (FIA)

1 20 mikrogram 2 mikrogram 2 mikrogram
2 200 mikrogram 20 mikrogram 20 mikrogram
 

33



Scand. J. Lab. Anim. Sci. 17. firg. Suppl. 1 1990

6000 Da) blev blandet 0g fryseterret. Den fry—

seterrede hrajmolekylxre fraktion blev resu-

spenderet 1 0,9070 NaCl til et proteinindhold p23.

cirka 1,0 mg/ml (mélt ved absorbans ved 280

nm med Bovin Serum Albumin som standard).

Sensibilisering med den hnjmolekylaare frak—

tion.
10 BALB/cBom hanmus (KVL, 5 uger) blev

sensibiliseret ved anvendelse af en modifika—

tion af den alternative sensibiliseringsmetode

(afsnit 3.1.3. 0g afsnit 4.1.3.):

Primaer injektion: 40 mikrogram h@jmoleky-

lair fraktion/mus i FCA.

Booster injektion: 5 mikrogram hejmolekylaer

fraktion/mus i FIA. To boosterinjektioner

blev givet med 10 dages mellemrum. 4 dage ef—

ter sidste boosterinjektion blev musene afbleidt

0g en serumpool fremstillet.

Resultat

PCA—test blev udfiart som beskrevet i afsnit

4.1.3. 0g publikation IV med anvendelse af 100

mikrogram hrajmolekylaer fraktion/mus som

antigen. Den fremstillede serumpool viste et

hrajt indhold af PCA-reaktivt antistof med spe—

cificitet mod den hzjmolekylaere fraktion af

Nutramigen (reagintiter 1:64 - 1:128). Under-

segelsen viste séledes, at den undersegte batch

Nutramigen havde et indhold af hejmolekylae-

re komponenter, der var i stand til béde at in—

ducere murin IgE-produktion, 0g efterfelgen—

de at inducere mastcelledegranulering i den

murine PCA—test (Poulsen & Hau 1987b).

4.2.4.3. Murint IgE 0g IgG og humant IgG

mod h@jmolekylaere komponenter ekstraheret

fra Nutramigen 0g Alfare.

Formdl.

Det blev ved anvendelse af den murine PCA—

test demonstreret, at Nutramigen har et ind-

hold af allergene komponenter med molekyl-

vwgt sterre end 6000 Da (afsnit 4.2.4.2., Poul—

sen & Hau 1987b).

Naervaerende arbejde, der ikke tidligere har

veeret publiceret, blev udfert for at undersege,

om Nutramigen pé tilsvarende méde kan indu-

cere dannelse af specifikke antistoffer i born.
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Alfare (Nestle) blev inddraget i undersggelser-

ne efter aftale med overlaege Arne Hest, der

anskede en test af dette nye produkts allergeni—

citet.

Isolering af hejmolekylwre komponenter fra

Nutramigen 0g Alfare

Isolering af hejmolekylaere komponenter fra

Nutramigen 0g Alfare blev udfetrt som beskre—

vet i afsnit 4.2.4.2.

Fraktioner, der indeholdt peptider elueret i

void volume (storre end 6000 Dalton) blev

blandet. Disse pools af hejmolekylaere peptid-

fraktioner fra henholdvis Nutramigen 0g Alfa-

re blev fordelt i portioner af 2.0 m1 0g opbeva—

ret ved -20 grader Celsius.

Sensibilisering af mus.

BALB/cBom mus (KVL) blev sensibiliseret

med en af de to hejmolekylare peptidfraktio-

ner som beskrevet i afsnit 4.2.4.2. Primaerin—

jektion indeholdt 25 mikrogram peptid/mus

0g boosterinjektionerne 5 mikrogram peptid/

mus.

Humane sera.

Humane sera fra komaelksallergiske barn 0g

raske born blev indsamlet pé Odense Sygehus

af laege Arne stt. Karakteristik af patientma—

teriale 0g sera fremgér af Tabel 17.

ELISA»test af antistofspecificitet.

Mikrotiterbakker (Nunc) blev koblet over nat

(18 timer) ved 5 grader Celsius med henholds—

vis den hgjmolekylaere peptidfraktion fra Nu-

tramigen 0g Alfare fortyndet 122 i buffer A

(fosfatbuffer pH 7,2).

Microtiterbakkerne blev herefter vasket fire

gange med buffer B (buffer A + 0,1% Tween

20), 0g 100 mikroliter murint serum eller hu-

mant serum blev appliceret i pmvebrrandene.

Alle sera blev underszgt i fortyndingsserie

1:100, 1:200 og 1:500. Efter inkubation i 2 ti—

mer ved stuetemperatur blev mikrotiterbakker-

ne vasket 10 gauge 1 buffer B.

Til provebmnde med murine sera blev tilsat

100 mikroliter peroxidasekonjugeret kanin-an-

ti-murint-IgG (1:100 1 buffer B). Til preve-

bmnde med humane sera blev tilsat kanin-anti—
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Tube! 17. Sera fra komaelksallergiske 0g raske barn. IgG mod hejrnoleky-

laere komponenter i Nutramigen.
 

 

 

Serum nr. kan Symptomer Nutramigen IgG mod

ikost Nutramigen

1 11185 hun — — -

120186 ham 1 - —

1 10785 han a + —

131285 han a + —

070186 hun a ? —

071185 hun i — —

050785 han i + -

030986 han — — -

020586 han - - -

010186—1 hun a + -

010186—2 hun a + —

28108521 han i + +

281085b ham 1 + —

151185 ban 1 + -

031085 han a - -

080385-1 han a + +

080385-2 han a + +

221085 hun — - —

090186 hun i — -

250686 han — -

091085—1 hun a + +

091085-2 hun a + +

041185 hun a - -

300786 hun a + -

301086 111111 a — —

Symptomer: i : forsinket allergireakfioner.

a

humant IgE eller kanin-anti-humant IgG. Ef-

ter inkubation i 2 timer blev mikrotiterbakker-

ne vasket 10 gange med buffer B. Herefter blev

peroxidasekonjugeret svin—anti-kanin—Ig

(1: 1001 buffer B) tilsat til prevebrende med hu—

mane antisera 0g kontrolbrende. Efter 2 timers

inkubation blev mikrotiterbakkerne vasket 12

gauge og 100 mikroliter farvereagens tilsat til

hver brand (Farvereagens: 12 m1 0,1 M Citron-

syre/fosfatbuffer pH 5,0 + 12 mg 1.2.pheny-

lenediamine dihydrochloride (Dakopatts) + 5

mikroliter 30% hydrogenperoxid). Mikrotiter-

bakkerne blev inkuberet 15 min ved stuetempe-

ratur 0g enzymreaktionen stoppet ved tilsat—

ning af 150 mikroliter 1,0 M svovlsyre. Farve-

reaktionen blev aflaest pé en EAR400 ELISA

reader ved 492 nm.

Praver, der viste et udslag, der var mindst

100% storre end gennemsnitsvaerdien af 11

Type—l—hypersensitivitet.

kontrolpmver, blev opfattet som signifikant

positive.

Resultater.

PCA-titer af murine sera:

Titer af PCA-reaktive antistoffer i sera fra mus

sensibiliseret med den hejmolekylaere fraktion

af henholdsvis Nutramigen 0g Alfare blev be-

stemt ved homolog PCA—test.

Mus sensibiliseret med Nutramigen:

Mus sensibiliseret med Alfare:
titer 1:64

titer 1:32

Pévisning af Nutramigen— 0g Alfarespecifikke

antistoffer i murine 0g humane sera ved ELI-
SA:

Det anvendte ELISA-system kunne ikke detek-

terer tilstedevaerelse af IgE med specificitet

mod peptider i Alfare eller Nutramigen 1 pa-

tientsera. Undersragelserne viste derimod tilste-
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devaerelse af IgG med specificitet for peptider 1

Nutramigen, men ikke Alfare, i sera fra nogle

af patienterne (Tabel 17). Faelles for de sera,

der gav positive udslag var, at patienterne alle

havde féet Nutramigen som en vaesentlig del af

deres kost.
Murint IgG mod peptider fra Nutramigen 0g

Alfare kunne pévises 1 sera fra mus sensibilise-

ret med henholdsvis Nutramigen 0g Alfare.

Murine kontrolsera fra ikke-sensibiliserede dyr

viste ingen positiv IgG reaktion i ELISA.

4.3. DISKUSSION AFDENMURINE PCA-

TEST.

4.3.1. Udvikling af murin PCA—test - Valg af

forsagsdyr 0g metode.

Et stort antal indavlede musestammer er im-

munologisk velkarakteriserede, 0g en raekke

murine >>high responder<< stammer med hiaj

IgE-produktion 0g hflj PCA-sensitivitet er be-

skrevet (Vaz & Ovary 1970, Jarrett 1978). I

modsaetning hertil er antallet af velkarakterise-

rede, indavlede >>high responder<< stammer af

rotter (Jarrett 1978) 0g marsvin (Clausen et al.

1983) 11116. Udviklingen af en praktisk anvende-

lig PCAtest til mailing af proteiners 0g pepti-

ders allergenicitet blev derfor baseret pa“: en vel-

karakteriseret murin stamme, der ud fra mast-

cellernes sensitivitet in vitro blev antaget at vae-

re en >>high respondem stamme.

Ved PCA-test af allergenicitet var det enskeligt

at kunne producere sera med hej IgE-titer. Vel-

definerede sensibiliseringsprocedurer for frem—

stilling af sera med hej IgE-titer er kendt for sé

vidt angér mus (Vaz et al. 1971 , Braga & Mora

1976, Chiorazzt' et al. 1977) 0g rotter (Jarrett &

Steward 1974, Jarrett et al. 1976, Jarrett 1978),

mens effekten af disse procedurer pé. marsvin

er utilstrwkkeligt karakteriseret. Den 1 naarvae—

rende afhandling beskrevne alternative sensibi-

liseringsmetode (afsnit 4.1.3., publikation IV)

blev udviklet p21 basis af kendt viden om, at hej

IgE-produktion i rotter kan opnés ved sensibi—

lisering med lave doser af antigen 1 kombina-

tion med adjuvans (Jarrett 1978).

Jarrett (1978) undersagte effekten af en raekke

forskellige adjuvanstyper, heriblandt FCA, i

forbinde1se med IgE-produktion i rotter. Kon-

klusionen pé disse undersagelser var, at typen

36

af adjuvans var uden betydning for IgE—pro-

duktionen, men brug af adjuvans 1 forbindelse

med primeerinjektioneme var nadvendig for at

inducere IgE-produktion. Haj IgE-titer blev

op‘néet ved at anvende lave doser af allergen i

forbindelse med et vilkérligt valgt adjuvans.

I forbindelse med den alternative sensibilise-

ringsmetode blev FCA rutinemaessigt anvendt i

den primaere injektion 0g eventuelt FIA i boo-

sterinjektionerne. (se afsnit 4.2.1., 4.2.3. 0g

4.2.4.) Praeliminan‘e undersegelser af den al-

ternative sensibiliseringsmetode viste 1 over-

ensstemmelse med Jarrett (1978) ingen signifi-

kant forskel pé anvendelse af FCA/FIA eller

aluminiumhydroxid. Dette resultat blev senere

bekraeftet 1 en sterre komparativ undersegelse

af reaginproduktion 0g produktion af praecipi-

terende antistoffer ved anvendelse af forskelli—

ge adjuvans 0g forskellige doser af ovalbumin

(Nielsen et al. 1989).

I modsaetning hertil har andre fundet at FCA, 1

modseetning til aluminiumhydroxid, havde en

inhiberende effekt pé IgE-produktionen. Den

inhiberende effekt skulle virke ved, at FCA i

hajere grad end aluminiumhydroxid stimulerer

T-suppressor lymfocytterne (Osebold 1982).

Det er sandsynligt, at denne uoverensstemmel-

se skyldes forskelle i de anvendte forsagsdyr-

stammer, idet »high respondem og »low re—

sponder« stammer har vist Sig at vmre forskel-

lige specielt i deres T—suppressor aktivitet

(Chiorazzi et al. 1977, Jarrett 1978).

Ved den anvendte direkte PCA-test af allerge-

nicitet kunne kun et antigen testes pr. mus, 0g

et relativt stort antal dyr blev derfor forbrugt

ved dosis-respons undersegelse af allergenicite-

ten. I denne sammenhaeng blev mus foretruk-
ket frem for marsvin og rotter, dels fordi PCA-

tests lettest udfgres pa mus, og dels fordi om-

kostningerne ved brug af mus er lavere end om-

kostningerne ved brug af rotter eller marsvin.

Den modificerede murine PCA-test til under-

segelse af peptiders potentielle allergenicitet

(afsnit 4.2.3. 0g 4.2.3., publikation IV, Poul-

sen & Hau 19883,b) viste en sensitivitet (mind-

ste dosis valleprotein, der kunne inducere posi-

tiv PCA-reaktion, 0,1 mikrogram/dyr), der

svarede til sensitiviteten af PCA-test pé mar-

svin (Ovary 1964).



Pa baggrund af de resultater, der blev opnéet 1

forbindelse med udviklingen 0g applikationen

af den murine PCA-test, mé mus opfattes som

et attraktivt alternativ til rotter 0g marsvin bé-

de m.h.t. sensitivitet 0g m.h.t. den praktiske

udferelse af PCA-test.

I forbindelse med udviklingen af den murine

PCA—test blev det vist, at de PCA—reaktive an—

tistoffer, der produceres ved anvendelse af den

alternative immuniseringsmetode, var varme—

labile (IgE). Murint IgGl (Ovary et al. 1975,

Braga & Mata 1976, Baeron et al. 1982, Mae-

kawa & Ovary 1984) og murint IgG2a (Baeron

et al. 1982, Maekawa & Ovary 1984) kan imid—
lertid ogsé. sensibilisere murine mastceller 0g

fungere i den murine PCA—test. Det er endnu

uafklaret i hvor haj grad IgG-molekyler er in—

Volveret 1 human type—I-hypersensitivitet, fordi

det endnu er uvist om humant IgG4, der angi-

ves at kunne sensibilisere mastceller in vitro, er

involveret 1 de anafylaktiske reaktioner in vivo

(Bahna 1985, Husby 1988). Det er séiledes end—

nu uafklaret om mus m.h.t. PCA-reaktive

IgG-antistoffer simulerer human type-I-hyper-

sensitivitet.

4.3.2. Murin PCA-test anvendt til undersagel—

se af homogeniseret komcelks evne til at indu-

cere reaginproduktion

Publikation V 0g VI péviser for ferste gang, at

homogenisering kan have en forstaerkende ef-

fekt pa maelkens evne til at sensibilisere mus.

Kliniske underszgelser, der belyser dette for-

holds betydning ved human komaelksallergi, er

endnu ikke blevet udfzrt.

Jarrett (1978) viste, at en persistent haj IgE-ti-

ter 1 rotter blev opnéet, nér lave doser af aller-

gen (ovalbumin) blev anvendt i kombination

med et adjuvans. Advendelse af adjuvans blev

vist at vaere nodvendig for opnéelse af haje ti-

tre af IgE, mens typen af adjuvans var af min-

dre betydning. Séledes ferte sensibilisering

med lave closer af ovalbumin (<1 mikrogram)
i traditionelle oliebaserede adjuvanser til en

fuldt tilstraekkelig adjuvanseffekt med induk-

tion af heje IgE—titre.

Homogenisering af maelk ferer til dannelse af

stabile lipid-protein-komplekser, hvor lipid-

dréberne ligger 1nd1ejret1 et proteinlag, overve-
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Jende bestéende af kasein (afsnit 2.1. 0g 3.3.2.,

publikation I-III). Denne struktur har en bety-

delig lighed med et olie-i-vand-adjuvans, der

gav lO-fold hrajere titre af praecipiterende anti-

stoffer 1 mus end de traditionelle vand-i-olie—

adjuvanser (Herbert 1965). De 1 naervaerende

afhandling beskrevne undersagelser (afsnit

4.2.2., publikation V) demonstrerede, at sensi-

bilisering af mus med homogeniseret maelk

uden tilstedevaerelse af adjuvans farte til dan-

nelse af relativt h@je serumniveauer af murine

reaginer. Derimod viste ubehandlet maelk en

ringe eller manglende evne til at inducere rea-

ginproduktion i mus. Understagelseme demon-

strerede séledes, at homogenisering péflarte

meelken en foraget evne til at sensibilisere mus,

0g det er tankeligt, at denne effekt opnés ved,

at maalken ved homogenisering péfrares adju—

vansegenskaber, der svarer til egenskaberne af

en olie-i-vand—adjuvans (publikation V).

Kliniske undersegelser viste for nylig en stati-

stisk signifikant sammenh$ng mellem udvik-

ling af komaelksallergi hos spaedbgrn 0g indta—

gelse af konventionelle modermaelkserstatnin-

ger pé fedselsafdelingerne indenfor barnenes

ferste levedegn (Hast et al. 1988). Konventio-

nelle modermaelkserstatninger fremstilles ved

anvendelse af et saerligt hajt homogeniserings-

tryk, 0g alle proteinerne findes lokaliseret i 11-

pid—protein—komplekser.

Det er endnu uvist, 0m den beskrevne adjuvans-

egenskab af homogeniseret maalk har betyd-

ning ved udvikling af human komaelksallergi.

Det kan imidlertid ikke udelukkes, at homoge-

nisering i forbindelse med fremstilling af mo-

dermaelkserstatninger, kan forst&rke maelkens

evne til at sensibilisere praedisponerede speed-

bern, sé flere barn udvikler allergi end tilfael—

det ville vaere, hvis uhomogeniserede moder-

maelkserstatninger (eller hypoallergene moder-

maelkserstatninger) blev anvendt pé fedselsaf-

delingerne i stedet for de konventionelle

moderm&1kserstatninger.

4.3.3. Mun'n PCA-test af vallepeptiders aller-
genicitet.

Underszgelserne af peptiders allergenicitet ved

anvendelse af den murine PCA-test (publika-

tion IV, Poulsen & Hau 1988a,b) viste over-
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ensstemmelse med resultater opnéet af Lui et

a1. (1967), der viste, at et peptid p5 7200 Da

fremstillet ved enzymatisk hydrolyse af bovin

serum albumin kunne udlgse positiv PCA-

reaktion. Kurisaki et al. (1982) fandt i modsaet~

ning hertil, at peptider mindre end 10000 Da

fremstillet ved hydrolyse af betalactoglobulin

ikke var i stand til at inducere positiv reaktion i

PCA—inhibitionstest. Uoverensstemmelsen

mellem de opnéede og de citerede resultater

kan skyldes

- anvendelse af forskellige testmetoder. Kurt'-

saki et al. (1982) anvendte PCA-inhibition-

stest til bestemmelse af peptidernes allergeni—

citet. Som det fremgér af afsnit 2.3. er resul—

tater fra den direkte PCA—test 0g PCA-inhi-

bitionstest ikke altid overensstemmende.

- forskel i felsomhed. Kurisaki et al. (1982)

anvendte en heterolog PCA-test, hvor muri-

ne antistoffer blev anvendt til passiv sensibi-

lisering af rotter. Det er almindeligt kendt, at

sensitiviteten af heterolog PCA-test er lavere

end sensitiviteten af homolog PCA-test,

hvor recipientdyrene, der passivt sensibilise-

res, tilherer samme art, som de dyr, der har

produceret antistofferne (Ovary 1964, Broc—

klehurst 1973, Braga & Mota 1976, Maeka—

wa & Ovary 1984).

- anvendelse af dosis-respons-analyser. Det

fremgér ikke klart om Kurisaki et al. (1982)

forsogte at udfgre inhibitionstesten ved for-

skellige koncentrationer af peptider med mo-

lekylvaegt under 10000 Da. Ved PCA—inhibi—

tionstest vil graden af inhibition vaere af—

ha'engig af koncentrationsforholdet mellem

PCA-reaktive antistoffer 0g inhiberende

peptid, 0g manglende inhibition kan opsté

ved anvendelse af for lave koncentrationer

af peptid.

— anvendelse af valleproteinhydrolysater i

naervaerende undersegelse i stedet for rent

lactoglobulinhydrolysat, der blev anvendt af

Kurisaki et al. (1982). Valleproteinhydroly—

satet havde et indhold af peptider fra en lang

raekke proteiner, heriblandt peptider, der

muligvis svarede til det afLui et al. (1967) be-

skrevne.

I forbindelse med projektets procesteknologi-

ske del blev det vist, at enzymatisk hydrolyse af
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valleproteiner efterfulgt af separation af pepti-

der mindre end 6000 Da, fmte til et hypoaller-

gent peptidprodukt, der hverken gav positiv

PCA-reaktion i den murine model eller allergi-

ske reaktioner ved provokation af klinisk vel-

dokumenteret komaelksallergiske patienter

(afsnit 4.2.4.1.). Visse af de barn, der indgik i

den kliniske afprovning, viste kroniske allergi-

reaktioner, 0g den fremstillede peptidpraepara—

tion kunne tilsyneladende inhibere disse reak-

tioner, idet bernene i afpmvningsperioden vi-

ste en tydelig bedring 1 deres kroniske reaktio-

ner, vigtigst eksem. Dette forhold er tidligere

beskrevet af Stefanovic et al. (1974), der viste,

at Cathepsin D hydrolyset humant serum albu-

min (HSA) gav en peptidprazparation, der kun-

ne inhibere anafylaktiske reaktioner mod uhy-

drolyseret HSA. HSA—hydrolysatet kunne der-

imod ikke inducere anafylaktiske reaktioner 1

en passiv systemisk anafylaktisk shock model.

Den fremstillede peptidpraeparation, der blev

anvendt 1 den kliniske afpmvning, viste en me-

get svag antistofbinding 1 ELISA. Ultrafiltre-

ring gennem 6000 Da cut off membraner tilla-

der passage af smé maengder mere hrajmoleky-

late peptider, 0g den ved ELISA mfilte anti-

stofbinding hidrerte muligvis fra tilste-

devaerelse af meget smé maengder htajmoleky-

laert peptid (sterre end 6000 Da).

4.3.4. PCA—test af hypoallergene moder-

moelkserstatninger.

I naervaerende afhandling (afsnit 4.2.4.2. 0g

4.2.4.3., Poulsen & Hau 1987b) beskrives

fremstilling af murine PCA—reaktive antistof-

fer med specificitet mod hejmolekylaere kom-
ponenter i Nutramigen 0g Alfare, der begge

forhandles som hypoallergene modermaelkser-

statninger. Seban et al. (1977) viste tidligere til-

stedevaerelse af hejmolekylaere komponenter i

béde Pregestimil 0g Nutramigen. Pregestimil

kunne 1 kaniner 0g marsvin inducere dannelse

af praecipiterende antistoffer med specificitet

mod forskellige komaelksproteiner. I modsaet-

ning hertil kunne Nutramigen ikke inducere

dannelse af przecipiterende antistoffer mod

maelkeproteiner. Den manglende erkendelse af

tilstedevaerelsen af allergene komponenter i

Nutramigen kan skyldes den af Seban er al.



(1977) valgte metode. Det er pé ingen milde gi-

vet, at antistoffer rejst mod Nutramigen vil

kunne praecipitere native komaelksproteiner.

Dette kraever en htaj grad af immunologisk

identitet mellem komponenter i Nutramigen 0g

native komaelksproteiner. Nutramigen frem-

stilles ved enzymatisk hydrolyse af komaelks-

proteiner (kasein), 0g denne hydrolyse kan ha—

ve resulteret i dannelse af nye antigendetermi-

nanter (Spies 1973, Haddaa’ et al. 1979).

Ligeledes kan varmebehandlingen af Nutrami-

gen eendre konfigurationen af antigendetermi-

nanter 0g fare til nyes opstéen (afsnit 2.3.1.).

Den 1 afhandlingen beskrevne homologe muri—

ne PCA-test, der mélte peptidernes evne til at

inducere reaginproduktion mod peptiderne

selv, blev vist, at vmre en mere egnet metode til

praeliminaer screening af peptiders potentielle

allergenicitet.

Naervaerende afhandling beskriver tilstedevae—

relsen af antistoffer mod den h@jmolekylaere

fraktion af Nutramigen i sera fra enkelte ko—

maelksallergiske patienter, der har féet Nutra—

migen gennem laengere tid som en vaesentlig del

af deres ernmring (afsnit 4.2.4.3). Tilstedevae-

relse af specifikt IgGi serum er imidlertid ikke

ensbetydende med, at de hejmolekylaere kom-

ponenter i Nutramigen fungerer som allergener

1 komaelksallergiske patienter (jvf. afsnit

2.3.1.). Dette kan kun entydigt Vises ved pro—

vokationstest af patienter med den h@jmoleky—

laere fraktion af Nutramigen. De specifikke an-

tistoffer mod Nutramigen i patientsera er imid-

lertid en indikation for, at Nutramigen kan in-

ducere antistofdannelse i komzelksallergiske

patienter, 0g det kan ikke udelukkes, at nogle

af disse patienter tillige producerer IgE med

specificitet mod de hejmolekylwre komponen-

ter 1 Nutramigen. Der er séledes en mulighed

for, at de gastrointestinale reaktioner, der kan

forekomme ved belastning med Nutramigen

(Seban et al. 1977), kan skyldes en lokal allergi-

reaktion i tarmmucosa.

5. DANSK SAMMENDRAG.

Naervzerende afhandling beskriver udvikling

0g applikation af to forsegsdyrmodeller til mé-

ling af komaelkproteiners 0g -peptiders allerge-

nicitet. Formélet var initialt at opné in vivo me-
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toder, der kunne anvendes som supplement til
in vitro metoder ved test af allergenicitet. Den
praktiske anvendelighed af metoderne blev
derfor prioriteret hejt.
Indavlede mus blev foretrukket dels for at mi—
nimere den genetiske variation, dels fordi det
murine immunsystem er bedre karakteriseret
end andre forsegsdyrarters, dels fordi high—re—
spender stammer af indavlede mus er kendte
(f.eks. den anvendte BALB/cBom stamme),
0g endelig fordi anvendelse af mus ved semi-
kvantitative dosis-respons tests af allergenicitet
er mindre tids— 0g omkostningskreevende end
anvendelse af rotter eller marsvin.
Undersegelserne viste, at sensitiviteten af ind-
avlede BALB/cBom mus béde 1 anafylaktisk
shock test (laveste dosis af malkeprotein eller
ovalbumin, der kan inducere anafylaktiske
shock i sensibiliserede mus) 0g 1 PCA-test (1a—
Veste dosis af valleproteiner, der kan udlese
positiv PCA-reaktion, 0,1 mikrogram/mus)
svarede til sensitiviteten af marsvin, der ofte
p.g.a. en heij sensitivitet anbefales til disse
tests.

Den murine anafylaktisk shock test blev an-
vendt til at undersoge effekten af varmebe-
handling 0g homogenisering pé maelks allerge-
nicitet (publikation I-III).
Homogenisering resulterede 1 en markant fom-
gelse af maelkens evne til at udlese anafylakti-
ske reaktioner 1 sensibiliserede mus. De homo-
geniserede maelkepwver med et fedtindhold p5
1,5% (letmaelk) eller 3,5% (sodmaelk) kunne
inducere anafylaktiske reaktioner ved en dosis
pé 300 mikrogram/dyr, mens de tilsvarende
uhomogeniserede maelkepmver kun kunne ud-
lese anafylaktiske reaktioner ved dosis over
2000 mikrogram/dyr. Effekten af homogeni-
sering steg signifikant med stigende fedtind-
hold 1 mxlkepmverne. Homogeniseret, lavpa-
steuriseret skummetmaelk kunne inducere ana—
fylaktiske reaktioner ved en dosis pé 900 mi-
krogram/dyr, mens homogeniseret, lavpa—
steuriseret letm&1k 0g sedmaelk kunne induce-
re anafylaktiske reaktioner ved 300 mikro-
gram/dyr. I overensstemmelse med de opnéede
resultater blev det senere vist, at homogeniseret
maelk udleser anafylaktiske reaktioner i type-I—
hypersensitive barn ved lavere doser end ube—
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handlet maelk (Hgst and Samuelsson 1988).

Lavpasteurisering havde ingen signifikant ef-

fekt pé maelkepmvernes evne til at inducere

anafylaktisk shock, mens kogning reducerede

denne evne specielt i homogeniserede maelke—

pmver med lavt fedtindhold. Séledes kunne

kogt homogeniseret skummetmalk ikke udla-

se anafylaktiske reaktioner ved 900 mikro—

gram/dyr, kogt homogeniseret letmaelk kunne

alene inducere anafylaktiske reaktioner ved

900 mikrogram/dyr, mens kogt homogeniseret

sedmaelk kunne inducere anafylaktiske reak-

tioner ved 300 mikrogram/dyr.

Et kontrolforsag med homogeniseret majsolic-

ovalbumin viste, at dannelse af lipid-protein-

komplekser ikkei sig selv har en foregende ef-

fekt p51 allergeners evne til at udlrase anafylakti-

ske reaktioner (publikation III). Den foragen-

de effekt af homogenisering pi specielt maelke-

proteinernes evne til at udlese anafylaktiske

reaktioner kan muligvis forklares ved, at ho-

mogeniseringen fairer til en eksponering af ka-

seinernes antigendeterminanter. I ubehandlet

maelk findes a1fa- 0g betakaseinmolekylerne

skjult i kaseinmiceller, der pé overfladen er

daekket med kappakasein.

Homogenisering forager overfladearealet af

fedtlegemerne adskillige gange, 0g de nye over—

flader stabiliseres ved, at kaseinmolekyler ad-

sorberes til overfladerne ved hydrofob interak-

tion. I homogeniseret maelk findes séledes et

stort antal alfa— 0g betakaseinmolekyler ekspo—

neret p51 fedtlegemernes overflade, og kasein-

molekylernes antigene determinanter kan frit

reagere med specifikke antistoffer pé mastcel-

lernes overflader.

I publikation III formuleres »den kolloidkemi-

ske model<<, der fastslér, at allergeniciteten af

et protein (d.v.s. den laveste dosis af proteinet,

der er 1 stand til at udlzse allergiske reaktio-

ner), bide er afhaengig af proteinets antigende-

terminanter og af proteinets kolloidkemiske

omgivelser.
Den kolloidkemiske model blev vist at have re—

levans i forbindelse med komaelksallergi, 0g

det er muligt, at modellen er tilsvarende rele-

vant ved undersegelser af allergener, der er in-

vo1veret i pollenallergi, allergi overfor dyrehér,

husstev, me] etc.
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Undersegelser af mwlks evne til ved oral be-

1astning at inducere anafylaktiske reaktioner i

tarmen af sensibiliserede mus viste bade, at ka—

seinmolekylerne i homogeniseret maelk nér

ufordrajet med 1 tarmen i hajere koncentration

end kaseinmolekylerne i ubehandlet mazlk, og

at homogeniseret maelk mere effektivt udleser

anafylaktiske tarmreaktioner (vazskeophob—

ning i tarmvaeggen 0g mastcelledegranuleringi

tarmmucosa) end oral belastning med ube—

handlet maelk (publikation VI). Dette resultat

kan til dels forklare kliniske undersagelser, der

viser, at en mindre andel af veldokumenterede

komaelksallergiske born kan tolerere ubehand-

let maelk, selv om de reagerer ved provokation

med homogeniseret maelk (Hansen et al. 1987).

Selv om der endnu kun er blevet udftart meget

f5 kliniske undersagelser af betydningen af ho-

mogenisering pé. maelkens evne til at udlase hu-

manallergiske reaktioner, tyder de forha’mden-

vaerende undersegelser pé, at der er god over-

ensstemmelse mellem de kliniske observationer

0g de resultater, der opnés ved anvendelse af

den murine anafylaktisk shock model.

Den murine PCA—test blev anvendt rutinemaes—

sigt som en simpel in vivo test af allergenicite-

ten af mmlkeprotein- 0g peptidpraeparationer.

Den murine PCA—test blev blandt andet an-

vendt til at méle serumniveau af murine PCA-

reaktive antistoffer (reagine antistoffer) pro-

duceret ved sensibilisering med forskellige

maelkeprodukter 0g ved anvendelse af forskel-

lige sensibiliseringsprocedurer (publikation I-

III). Undersagelserne viste, i overensstemmelse

med resultater opnéet af Jarrett (1978) ved un-

dersegelser p51 rotter, at heje titre af PCA-

reaktive antistoffer opnés ved sensibilisering

med lave doser af maelkeprotein i kombination

med et adjuvans. En alternativ sensibiliserings-

procedure, der involverer intraperitoneal pri—

maerinjektion af maelkeprotein (10 mikro—

gram/mus) 1 Freunds Complete Adjuvant 0g

intraperitoneale boosterinjektioner af maelke-

protein (1 mikrogram/mus) i Freunds Incom-

plete Adjuvant, blev udviklet 0g anvendt ruti-

nemaessigt til fremstilling af sera med haj titer

af PCA-reaktive antistoffer.

Undersegelserne viste endvidere (publikation

V—VI), at sensibilisering med lave doser af ho—



mogeniseret maelk uden anvendelse af adju-

vans ferte til dannelse af heje titre af PCA-

reaktive antistoffer, mens sensibilisering med

ubehandlet maelk ferte til meget lave eller ikke-

mélelige serumtitre af PCA-reaktive antistof-

fer. Disse undersggelser er de ferste, der be-

skriver, at homogenisering kan forage maelke—

proteinernes evne til at sensibilisere mus. For-

klaringen herpé kan muligvis vare, at homoge-

nisering ferer til dannelse af lipid-protein-

komplekser, der 1 sig selv har adjuvansegenska-

ber, der svarer til egenskaberne af en olie-i-

vand—adjuvans (Herbert 1965). Det er endnu

uvist, om homogenisering p21 samme méde for—

ager maelkens evne til at sensibilisere ko-

maelksallergidisponerede barn.

De mest lavmolekylaere peptider (molekylvaegt

< 3400 Da), fremstillet ved enzymatisk hydro-

lyse af valleproteiner efterfulgt af starrelses-

kromatografisk separation af peptiderne, kun-

ne ikke inducere positiv PCA—reaktioner i den

murine PCA-test ved anvendelse af murine an-

tistoffer mod valleproteiner (publikation IV,

Poulsen &Hau 1988a,b). Peptiderne i molekyl-

vaegtsomrédet 6500-3400 Da viste svag evne til

at inducere PCA-reaktion ved en dosis pé 100

mikrogram/mus, hvilket svarer til en reduk-

tion af allergeniciteten pé cirka 1000 gange

sammenlignet med native valleproteiner. Pep-

tider med molekylvaegt starre end 6500 Da vi-

ste ingen reduktion i allergeniciteten ved de an-

vendte dosisniveauer.

Resultaterne, der er 1 overensstemmelse med

undersagelser afLui et al. (1967), viste at pepti-

der mindre end cirka 10000 Da kan vaere poten-

tielt allergene. Det har tidligere vaeret antaget,
at peptider mindre end 10000 Da var ude af

stand til at udlese allergireaktioner (Tizard

1982).

P5 baggrund af de indledende underszgelser,

hvor den murine PCA-test blev anvendt til at

screene peptidpraeparationers potentielle aller-

genicitet, blev peptidpraeparationer fremstillet

1 semiindustriel skala ved enzymatisk hydrolyse

af valleproteiner efterfulgt af isolering af pepti-

der med molekylvaegt under 6000 Da (ultrafil-

trering gennem 6000 Da cut off membraner).

Disse peptidpraeparationer kunne hverken ud—
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lzse positiv PCA-reaktioner i mus eller allergi—

ske reaktioner 1 komaelksallergiske barn. Den

murine PCA—test viste séledes god over-

ensstemmelse med de kliniske resultater (Sa-

muelsson & Poulsen 1985), 0g den murine

PCA-test har sandsynligvis en god praediktiv

vaerdi m.h.t. bedommelse af peptiders poten—

tielle allergenicitet i mennesker.

Dosis-respons PCA—tests blev vist at vaere an-

vendelige béde til at opné et semikvantitativt

mél for proteiners 0g peptiders allergenicitet,

0g samtidig til at Vise tilstedeV$relsen af PCA—

inhiberende peptideri hydrolysater af vallepro-

tein (Poulsen & Hau 1988b). De industrielt

fremstillede peptidpraeparationer, der blev an—

vendt i den klinisk afpmvning, viste en tilsva—

rende dwmpende effekt p51 patienternes allergi—

reaktioner, 0g den udviklede PCA—test kan 52°1-

ledes ogsé pit dette omréde have en praediktiv

vaerdi.

PCA-testen kunne anvendes til at pé‘wise tilste-

devwrelsen af allergene komponenter 1 de hy-

poallergene modermaelkserstatninger Nutra-

migen (Poulsen & Hau 1987b) og Alfare. I

overensstemmelse hermed blev antistoffer med

specificitet mod allergene komponenter 1 Nu-

tramigen pévist i sera fra komaelksallergiske

patienter, der havde féet Nutramigen som en

V$sentlig del af deres kost.

Naerveerende afhandling har séledes dokumen-

teret, at den udviklede homologe murine PCA—

test anvendt i dosis-respons undersegelser er et

attraktivt alternativ til andre in vivo metoder til

bedammelse af peptiders allergenicitet, f.eks.

heterolog PCA—inhibitionstest (Kurisaki et a1.

1982) eller milling af produktion af praecipite-

rende antistoffer i kaniner (Seban et al. 1977).

6. SUMMARY IN ENGLISH.

The present thesis describes the development

and application of two experimental animal

models for the assessment of allergenicity of

bovine milk proteins and peptides. Initially,

the aim was to obtain in viva methods, which

could be used as supplement to in vitro me-

thods for measurements of allergenicity. Thus,

the applicability of the methods had a high
priority.
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Inbred mice were prefered for several reasons.

The use of inbred mice minimizes genetic varia—

tion, high responder strains of inbred mice are

well known (e.g. the employed strain BALB/

CBOM), and finally the expenditure of using

inbred mice in semiquantitative dose-response

tests of allergenicity is less than when using rats

or guinea pigs.

Guinea pigs are often recommended for tests

of allergenicity due to their high sensitivity.

The present studies showed, however, that the

sensitivity of inbred BALB/cBom mice in both

anaphylactic shock test (lowest dose of milk

proteins or ovalbumin capable of inducing

anaphylactic shock) and in PCA—test (lowest

dose of whey proteins capable of inducing p0-

sitive PCA—reaction) was equal to the sensitivi-

ty of guinea pigs.

The murine anaphylactic shock test was em-

ployed in the study of effects of heat treatment

and homogenization on the allergenicity of bo-

vine milk.

Homogenization resulted in a marked increase

in the ability of milk to induce anaphylactic

reactions in sensitized mice. The homogenized

milk samples containing 1.5% or 3.5% milk

fat could induce anaphylactie reactions at do—

ses of 300 microgram/mouse, whereas the cor-

responding unhomogenized milk samples were

capable of inducing anaphylactic reactions at

doses larger than 2000 microgram/mouse, 0n-

1y. This effect of homogenization increased sig-

nificantly with increasing fat content of the

milk samples. Homogenized, lowpasteurized

skimmed milk (0.05% fat content) could indu-

ce anaphylactic reactions at a dose of 900 m1-

crogram/ animal, whereas lowpasteurized, ho-

mogenized milk samples with a fat content of

1.5% or 3.5% could induce the reactions at a

dose of 300 microgram/animal. In agreement

with these results, it was later shown, that ho-

mogenized milk induces anaphylactic reactions

in type—I-hypersensitive children at lower doses

than untreated milk (Has! and Samuelsson

1988).

Lowpasteurization had no significant effect on

the ability of bovine milk to induce anaphylac—

tic reactions. By contrast, boiling reduced this
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ability particularly in the milk samples with

low fat content. Boiled homogenized skimmed

milk could not induce anaphylactic reactions at

a dose of 900 microgram/animal. Boiled ho-

mogenized milk with 1.5% fat content could

induce reactions at a dose of 900 microgram/

animal, only. By contrast, boiled homogenized

milk with 3.5% fat content could induce the

reactions at a dose of 300 microgram/animal.

A control experiment with homogenized oil-

ovalbumin revealed, that the formation of 11-

pid-protein complexes by it self has no increa—

sing effect on the ability of ovalbumin to indu—

ce anaphylactic reactions. Consequently, the

effect of homogenization on the ability of milk

to induce anaphylactic reactions must be Iinked

to the exposure of antigenic determinants on

the casein molecules. The alpha- and beta-ca—

seins of untreated milk are hidden in the casein

micelles, which are covered with kappa-casein

molecules on the surface.

Homogenization increases the surface area of

the fat bodies tremendously, and casein mole-

cules are adsorbed to the newly formed surfa-

ces by hydrophobic interaction. Thus, in h0—

mogenized milk a large number of alpha— and

beta-casein molecules are exposed on the surfa-

ce of the fat bodies, and the antigenic determi-

nants of the caseins are free to react with speci—

fic antibodies on the mast cell surfaces.

In publication III 1 present »the colloid chemi-

cal mode1<< stating, that the allergenicity of a

protein, i.e. the lowest dose of the protein cap—

able of inducing allergic reactions, is depen-

dant both on the antigenic determinants of the

protein and on the colloid chemical environ—

ment of the protein.

The colloid chemical model is shown to be rele-

vant in the study of the allergenicity of bovine

milk, and it seems possible that the model is

equally relevant in studies of allergens involved

in allergy against pollen, animal hair, house

dust, flour etc.

Analysis of the distribution of bovine milk pro-

teins and induction of anaphylactic reactions in

the murine gut after oral challenge with bovine

milk has shown, that more undegraded casein

molecules reached the proximal part of the in—



testine when homogenized bovine milk is ap-

plied as compared with challenge with untrea-

ted bovine milk. Furthermore, oral challenge

with homogenized milk induces anaphylactic

reactions in the murine gut (accumulation of 11-

quid in the intestinal wall and degranulation of

mast cells in the gut mucosa) more efficiently

than oral Challenge with untreated bovine milk.

These results may in part explain why some cli—

nically well documented cows milk allergic

children tolerate challenge with untreated milk

but react upon challenge with homogenized

milk (Hansen et al. 1987). Even though only a

few clinical studies have been published on the

effects of homogenization on the ability of

milk to induce human allergic reactions, the

current knowledge indicates a correlation be—

tween the clinical Observations and the presen-

ted results obtained by using the murine anap-

hylactic shock model.

The murine PCA-test was used rutineously as a

simple in vivo test for assessment of the allerge-

nicity of bovine milk protein and peptide pre—

parations.

In one series of experiments the murine PCA-

test was used for measurements of serum titres

of murine PCA-reactive antibodies (reagin ti—

tres) produced by sensitization with different

milk products and employing different sche-

mes 0f sensitization (publications I—III). In

agreement with the results of Jarrett (1978) on

rats, the results of the present work demonstra-

te, that high titres of PCA-reactive antibodies

are obtained by sensitization with low dose of

milk proteins injected in combination with an

adjuvant. An alternative scheme of sensibiliza-

tion, which involves intraperitoneal primary

injections of milk proteins (10 microgram per

mouse) in Freunds Complete Adjuvant and in-

traperitoneal booster injections of milk pro—

teins (1 microgram per mouse) in Freunds In—

complete Adjuvant was developed and used ru—

tinously for the production of sera with high ti—

tres 0f PCA—reactive antibodies. Furthermore,

the present studies showed (publications V-

VI), that sensitization with low doses of homo—

genized milk without addition of a traditional
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adjuvant lead to production of high titres of

PCA-reactive antibodies, whereas untreated

bovine milk resulted in very low or lacking t1-

tres of PCA—reactive antibodies when untrea-

ted milk was used without adjuvant in the aiter—

native scheme of sensitization. These experi—

ments are the first to demonstrate, that homo-

genization can increase the ability of the milk

proteins to sensibiIize mice. The explanation of

these results may be, that homogenization

leads to the formation of lipid-protein comple—

xes, which by them selves possess adjuvant

properties comparable to the properties of oil-

in-water adjuvants (Herbert 1965). It is st111

unknown if homogenization increases the abi—

lity of bovine milk to sensitize susceptible chil-

dren in the same manner as demonstrated for

mice.

The most low molecular weight peptides (mole—

cular weight < 3400 Da), produced by enzyma-

tic hydrolysis of bovine whey proteins and se—

paration of the peptides according to size,

could not induce positive PCA—reactions in the

murine PCA—test using murine antibodies

against whey proteins (publication IV, Poulsen

& Hau 1988a,b).

Peptides in the molecular weight range 3400 —

6500 Da showed a weak ability to induce positi-

ve PCA-reactions, an ability equivalent to a

1000—fold reduction of the allergenicity as com—

pared with native whey proteins. Peptides lar-

ger than 6500 Da showed no reduction of aller—

genicity at the dose levels employed.

The results, which are in agreement with the

findings of Lui et al. (1968) showed, that pepti-

des with molecular weight less than 10000 Da

can be potentially allergenic. Early studies sug—

gested that peptides smaller than 10000 Da

were unable to induce allergic reactions (Tizard

1982).

Based on the results of preliminary experi-

ments in which the murine PCA-test was used

for screening the allergenicity of peptide prepa-

rations, peptide preparations were produced in

semiindustrial scale using enzymatic hydrolysis

of whey proteins and isolation of peptides with

molecular weight less than 6000 Da (ultrafiltra-

tion through 6000 Da cut off membranes).
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These peptide preparations could neither indu-

ce positive PCA-reactions i mice nor allergic

reactions 1 cow’s milk allergic children.

Thus, the murine PCA-test showed good

agreement with clinical experience (Samuels—

son & Poulsen 1985), and the murine PCA-test

seems to have a good predictive value with re-

spect to evaluation of the potential allergenici—

ty of peptides i humans.

Dose—response tests were shown to be useful in

obtaining semiquantitative measurements of

protein or peptide allergenicity, and at the

same time to demonstrate the presence of

PCA-inhibitory peptides in hydrolysates of

whey proteins (Poulsen & Hau 1988b). The

peptide preparations, which were used in the

clinical tests, showed a similar inhibitory effect

on the allergic reactions of the patients, and,

consequently, the PCA-test developed also had

a predictive value in this context.

The PCA-test could be used for demonstrating

the presence of allergenic components in the

hypoallergenic infant formulae Nutramigen

and Alfare. In agreement, antibodies with spe-

cificity against allergenic components in Nu—

tramigen were demonstrated in sera of cow’s

milk allergic children, who were fed Nutrami-

gen as an essential part of their diet.

The present work has demonstrated, that the

murine PCA—test developed using homologous

antibodies and measurements of dose-response

relationship is an attractive alternative to other

in vivo methods for assessment of peptide a1-

lergenicity, e.g. heterologous PCA-inhibition

test (Kurisaki et al. 1982) or measurements of

production of precipitating antibodies in rabb-

bits (Seban er al. 1977).
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