Afslutningsrapport

Relationer mellem allergiforebyggende effekt og kemisk
sammenseaetning for nogle hypoallergene modermeelkserstatninger

Mejeribrugets ForskningsFond
Rapport nr. 1999-23
Marts 1999

3

ejertioreningen

danish dairy board



Afslutningsrapport til Mejeribrugets ForskningsFond for projektet

Relationer mellem allergiforebyggende effekt og kemisk

sammensatning for nogle hypoallergene modermaelkserstatninger

FOTEK I-samarbejdsprojekt mellem Mejeribrugets ForskningsFond og
Undervisningsministeriet

Rapporten bestar af to overordnede dele, der reprasenterer de to delprojekter, der
er blevet udfert 1 forbindelse med det samlede projekts gennemforelse:

1. Fysisk.kemisk karakterisering og udvikling af nye metoder til analyse af hypoallergene
malkeprodukter (Vibeke Barkholt, DTU)

2. En sammenlignende underseggelse af den allergiforebyggende effekt af en partiel
hydrolyseret hypoallergen modermalkserstatning med to ekstensiv hydrolyserede
hypoallergene modermalkserstatninger. En prospektiv, randomiseret undersegelse (Arne
Heost, Odense Universitetshospital)

Februar 1999



Afslutningsrapport til Mejeribrugets ForskningsFond for delprojektet

FYSISK-KEMISK KARAKTERISERING OG UDVIKLING AF NYE

METODER TIL ANALYSE AF HYPOALLERGENE MALKEPRODUKTER

Delprojekt af

Relationer mellem allergiforebyggende effekt og kemisk

sammensatning for nogle hypoallergene modermaelkserstatninger

FOTEK I-samarbejdsprojekt mellem Mejeribrugets ForskningsFond og
Undervisningsministeriet

Annette Rosendal (ph.d.-studerende, DTU-stipendiat)
Lektor, Ph.D. Vibeke Barkholt (projektleder)

Institut for Biokemi & Ernering
Bygning 224

Danmarks Tekniske Universitet
2800 Lyngby

TIf.: 45252751

E-mail: vb@mimer.be.dtu.dk

Qvrige projektdeltagere:
Lektor, Ph.D. Hanne Frokiser

Projektperiode:
15.02.1994 — 31.12.1997

September 1998


mailto:vb@mimer.be.dtu.dk

RESUME

Formilet med projektet var at udvikle metoder til karakterisering af hypoallergene malke-
produkter med henblik pé at identificere parametre, der kan taenkes at vare kritiske for udvikling
af allergi (komelksallergi). 6 delvist og 6 meget hydrolyserede modermelkserstatninger, 5
hydrolysater og et produkt under udvikling blev inkluderet i studiet. Tre af modermalkserstat-
ningerne blev sidelobende med projektet undersogt klinisk for en eventuel allergiforebyggende
effekt (Nan HA, Profylac og Nutramigen).

Resultater: Melkeprodukterne er blevet karakteriseret ved fysisk-kemiske, immunkemiske og
immunologiske metoder.

Blandt fysisk-kemiske metoder er SDS-PAGE, nativ PAGE, gelfiltrering og kapillarelektroforese
anvendt. Produkterne er desuden blevet analyseret for lipid- og aminosyresammensatning. SDS-
PAGE har vist sig som den mest anvendelige metode til pdvisning af hegjmolekylart protein-
materiale, som man mener har mulighed for at kunne fremkalde et allergisk respons. Sédledes er
komponenter med en molekylvagt > 5 kDa blevet pavist i selv meget hydrolyserede produkter ved
pasatning af 200 pg protein (10 mg/ml) og ved pasetning af bundfald fra modermalkserstatninger
efter centrifugering. For nogle af produkterne er det endvidere blevet konstateret, at proteinmateri-
alet farver dérligt efter selvfarvning, hvorfor flere farvningsmetoder ber anvendes til visualisering
af proteinmateriale efter SDS-PAGE (Coomassie- og selvfarvning). Gelfiltrering under ikke-
dissocierende betingelser er ligeledes blevet fundet egnet til pdvisning af hejmolekylert materiale
(evt. aggregeret) 1 produkterne. SDS-PAGE efter ovenstdende retningslinier er dog en vasentligt
hurtigere og mere folsom metode, som er anvendelig blandt andet til produktkontrol.

Immunkemiske metoder har indbefattet ELISA, immunblotting og dot-immunbinding.
Folsomheden ved disse metoder er staerkt athengig af, hvilke antistoffer der bruges til detektion.
Valleproteinet B-lactoglobulin (B-1g) er blevet pavist i alle produkter ved hjelp af et sandwich-
ELISA med en detektionsgraense pd 0.3 ng/l. Da flere af produkterne er baseret pd andre proteiner
end valleproteiner, tyder indholdet af P-lg pa, at der forekommer kontaminering under
fremstillingen af maelkeprodukterne.

De tre modermelkserstatninger, der indgar i den kliniske undersogelse, er blevet karakteriseret
ved immunologiske metoder (oral immunisering og traditionel intraperitoneal immunisering).
Immunisering af mus over lang tid har vist sig som en meget folsom metode til direkte pavisning
af immunogent materiale. Efter 7 maneders immunisering udviste mus immuniseret med Nan HA
saledes et nasten lige sd hejt antistofsvar som en almindelig modermalkserstatning, og anti-f-Ig
antistoffer var dannet i mus immuniseret med Profylac pa trods af, at det ved ELISA kun var mu-
ligt at detektere en ringe mangde B-lg i produktet (14 ng/ml). Nutramigen gav ikke anledning til
paviselige mangder af antistoffer rettet mod hverken B-lg, a-lactalbumin, o- eller B-kasein.

Konklusion: To laboratoriemetoder egner sig til vurdering af indholdet af potentielt allergent
materiale 1 hydrolyserede modermalkserstatninger: 1) SDS-PAGE med pésatning af sterst mulig
mangde produkt (svarende til en drikkeklar opl.) og 2) langtidsimmunisering af mus. Der er god
overensstemmelse mellem de to metoder, idet Nan HA efter SDS-PAGE viser mest detekterbart
materiale, Profylac langt mindre og Nutramigen intet, svarende til de antistofsvar, der blev fundet i
immuniseringsforsgget. Metoderne supplerer hinanden, idet SDS-PAGE giver en idé om, hvilke
proteiner der er til stede i produkterne i maengder over 1-10 ng (ca. 0,05-0,50 pg/ml), mens
eksistensen af immunogent materiale i mangder herunder kan afsleres ved immuniseringsforsog.



SUMMARY

Physicochemical characterisation and development of new methods for analysis of
hypoallergenic milk products

Objective: The aim of the study is to develop methods for the characterisation of hypoallergenic
formulas in order to identify parameters critical for the development of cow’s milk allergy. For
this purpose, 6 extensively and 6 partially hydrolysed formulas, 5 hydrolysates and one product in
the developing phase have been investigated. Three of the formulas have been included in a
clinical study as well (Nan HA, Profylac and Nutramigen).

Results: Products were characterised by physicochemical, immunochemical and immunological
methods.

Physicochemical methods included SDS-PAGE, native PAGE, gel filtration, capillary
electrophoresis, amino acid analysis and lipid analysis. SDS-PAGE was found to be a very useful
method for the detection of high-molecular weight components, which may be capable of eliciting
allergic responses. Thus, protein material with a molecular weight > 5 kD was demonstrated in
even extensively hydrolysed formulas by application of 200 pg protein (10 mg/ml) and by analysis
of precipitates from the formulas after centrifugation. Following SDS-PAGE, separated protein
material should be visualised by silver- as well as Coomassie-staining as some of the products
included in the study did not stain well with silver. Gel filtration run at non-dissociating conditions
was also shown to be a useful method for the detection of high-molecular weight material,
possibly aggregated. However, SDS-PAGE, as described, is a faster and more sensitive method,
appropriate for product control.

Immunochemical methods included ELISA, immunoblotting and dot-immunobinding. Whether
proteins will be detected or not by these methods depends on the specificity of the antibodies taken
into use. The whey protein, -lactoglobulin (B-1g), was detected in all products by the application
of a sandwich-ELISA (detection limit: 0.3 ng/ml). As some of the milk formulas are based on
proteins other than whey proteins, the presence of P-lg in these products indicates that
contamination takes place during processing.

Three of the hypoallergenic formulas were investigated by immunological methods (oral
immunisation and intraperitoneal immunisation). Long-term immunisation of mice was found to
be a very sensitive method, suitable for the detection of immunogenic material. Thus, seven
months of immunisation of mice with Nan HA revealed antibody responses corresponding to that
of a conventional formula and anti-B-lg antibodies were easily demonstrated in mice immunised
with Profylac although B-lg is only present in this formula in minute amounts (14 ng/ml as
determined by ELISA). Mice immunised with Nutramigen did not develop antibodies against
either B-lg, a-lactalbumin, a- or B-casein.

Conclusion: Two methods for the detection of potentially allergenic material have been
developed: 1) SDS-PAGE of products in concentrations corresponding to “ready-to-use formula”
or higher, 2) long-term immunisation of mice. There is a good correlation between the results from
the two methods as Nan HA subjected to SDS-PAGE shows intensive staining, Profylac less
staining and Nutramigen no staining in keeping with the degree of immune response raised in
mice. The two methods complement each other as SDS-PAGE aid in the identification of proteins
in concentrations above 1-10 ng (0.05-0.50 pg/ml), whereas the existence of immunogenic
material not detectable by SDS-PAGE can be revealed by immunisation.
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DEFINITIONER OG FORKORTELSER

Allergen
Allergenicitet

Allergi

Antigen

Antigenicitet

eHF

ELISA
Hypoallergen
Immunisering
Immunogen

Immunogenicitet

o-la

B-lg

pHF
Rest-antigenicitet
SDS-PAGE

STI

Komponent, der kan fremkalde allergi

Et mal for komponenters evne til at fremkalde allergi (kreever at komponenten er
bade antigen og immunogen)

Allergi opstar pa grund af fremmede proteiners indtreengen i organismen. I
forbindelse med levnedsmiddelallergi vil det sige indtreengen af levnedsmiddel-
proteiner over tarmveggen. En allergisk reaktion kraver, at det indtreengende stof
er stort nok, og at individet meder det mindst to gange. Et af de forste
levnedsmiddelproteiner, der indtages, er proteiner fra komaelk i modermalks-
erstatninger.

Komponent, der kan binde antistoffer

Et mal for komponenters evne til at binde antistoffer, der i forvejen er dannet;
angiver potentialet for at udlese en reaktion i en person, der allerede har udviklet
allergi

Meget hydrolyseret modermalkserstatning (extensively hydrolyzed formula)
Enzyme-linked immunosorbent assay

Mindre allergifremkaldende

Indsprejtning af komponenter i f.eks. mus med henblik pa at f4 dannet antistoffer
Komponent, der giver anledning til dannelsen af antistoffer ved immunisering

Et mél for komponenters kapacitet til at inducere et immunrespons (antistofsvar) i
et individ, der aldrig har varet udsat for komponenten for (kraever at komponenten
er antigen). Generelt vil hgjmolekylere fremmedkomponenter, f.eks. intakte
proteiner, fore til et immunrespons.

a-Lactalbumin

B-Lactoglobulin

Delvist hydrolyseret modermalkserstatning (partially hydrolyzed formula)
Et mal for den antigenicitet, der matte vare tilbage efter en given behandling
Sodium dodecyl polyacrylamide gel electrophoresis

Kunitz’ sojabennetrypsininhibitor



FORMAL

Formalet med hovedprojektet er:

at fa konstateret, om der er en sammenhceng mellem allergiforebyggende effekt og den kemiske
sammenscetning for 3 hypoallergene modermcelkserstatninger:
1) Nutramigen, 2) Profylac og 3) Nan HA.

Nutramigen og Profylac er baseret pé protein, der er meget hydrolyseret (¢eHF), mens Nan HA er baseret
pa delvist hydrolyseret protein (pHF). En eventuel allergiforebyggende effekt af de 3 produkter er
blevet undersegt klinisk under ledelse af Arne Hoast, Odense Universitetshospital, mens modermaelks-
erstatningerne er blevet karakteriseret fysisk-kemisk, immunkemisk og immunologisk i dette projekt
med henblik pa at identificere parametre, der kan tenkes at vare kritiske for udvikling af allergi.

Karakteriseringen har foruden de tre ovenfor naevnte modermalkserstatninger omfattet (tabel 1):
- en ordiner modermelkserstatning

- 9 modermalkserstatninger baseret pd hydrolyseret protein

- 5 proteinhydrolysater

- et produkt under udvikling (Adapta HA)

Tabel 1: Produkter inkluderet i projektet.

Produkt Forkortelse Proteinbasis Type*  Firma®
Nan 1 N1 K acainar an vallanratainar Ordinmr A
Nan HA NHA Valleproteiner pHF A
Beba HA BHA Valleproteiner pHF A
Alfaré ALF Valleproteiner eHF A
Aptamil HA AHA Soiaproteiner og bovint kollagen pHF B
Aptamil Hypoantigen AHY Kaseiner og valleproteiner pHF B
Pregomin PRN Soiaproteiner og bovint kollagen eHF B
Nutrilon Pepti NP Valleproteiner pHF C
Nutrilon Pepti Plus NPP Valleproteiner pHF C
Pepti Junior PEJ Valleproteiner eHF C
Nutramigen NUT Kaseiner eHF D
Pregestimil PRL Kaseiner eHF D
Profylac PRO Valleproteiner eHF E
Lacprodan CH-500 CH Kaseiner hvdrolysat F
Lacprodan WPH-500 WPH Valleproteiner hvdrolysat F
Peptigen PH-200 PH ZArteproteiner hvdrolysat F
Peptigen SH-100 SH Soiaproteiner hydrolysat F
Adapta HA ADA Kaseiner og valleproteiner eHF F
Profylac PROH Valleproteiner hvdrolysat E

*Ordincer: Modermealkserstatning baseret pa intakte komalksproteiner; eHF: extensively hydrolyzed formula;
pHF: partially hydrolyzed formula; hydrolysat: proteiner, der er blevet hydrolyseret svarende til eHF.
T A:Nestlé; B:Milupa; C:Nutricia; D:Mead Johnson; E:ALK; F:Prover udleveret af MD Foods.

I alt 12 hypoallergene modermelkserstatninger er sdledes inkluderet i studiet, hvilket har gjort det
muligt af f4 dannet et holdbart grundlag for sammenligninger produkterne imellem. Da betydningen af
processeringen af modermelkserstatninger pd den allergifremkaldende effetkt enskedes belyst, er rene
hydrolysater ligeledes inkluderet, saledes at en sammenligning med faerdige produkter kan foretages.



BAGGRUND

En undersogelse foretaget 1 Danmark har vist, at ca. 2 % udvikler komalksallergi indenfor det forste
levedr. Langt de fleste bern er vokset fra allergien inden 3-arsalderen, men udvikler ofte andre former
for allergier, f.eks. allergi overfor pollen. Derfor er det af stor interesse at forebygge komalksallergi. Til
dette formédl forhandles hypoallergene modermelkserstatninger indeholdende komalksproteiner, der
ved varmebehandling og enzymatisk hydrolyse er blevet nedbrudt til peptider med en mindsket
allergifremkaldende effekt. Alternativt kunne man give bern malkeerstatninger baseret pd proteiner fra
en anden kilde, f.eks. soja, men det har vist sig, at op til halvdelen af komalksallergikere reagerer pa
soja efter indtagelse.

Den forste modermalkserstatning, Nutramigen, der er baseret pa ekstensivt hydrolyseret kasein, kom pa
markedet allerede i 1942 og er tilegnet bern med konstateret komalksallergi. Produktet har kun i fa
tilfeelde givet anledning til allergiske reaktioner. Imidlertid har produktet en meget bitter smag og kan
give problemer med diarré p.g.a. et hojt indhold af korte peptider og frie aminosyrer, bl.a. i form af
tryptophan, tyrosin og cystein, der ekstra tilsettes produktet. P4 grund af disse ulemper og for bedre at
udnytte den store restmangde af valle fra osteproduktion er der indenfor de sidste 10 &r blevet
fremstillet en ny generation af hydrolyserede modermalkserstatninger, primert baseret pa
valleproteiner. 1 disse proteiner er der endvidere en ernzringsmaessig bedre sammensatning af
aminosyrer end i kasein, men valleproteiner kan vere mere vanskelige at hydrolysere. Derfor er
produkter baseret pa kun delvist nedbrudt valleprotein (pHF) blevet udviklet. Disse produkter kan ikke
bruges til behandling af komelksallergi, men péstds at kunne forebygge udviklingen af allergi hos bern
1 risikogruppen (f.eks. bern hvis foreldre har allergi). Desuden er sddanne produkter billigere at
fremstille, og de smager bedre end eHF pa grund af et lavere indhold af frie aminosyrer / sma peptider.
pHF baseret pa sojaproteiner, bovint kollagen eller en blanding af valleproteiner og kaseiner findes ogsa
pa markedet. Endelig er et dansk produkt baseret pa ekstensivt hydrolyserede valleproteiner blevet
introduceret 1 1990 (Profylac, eHF). Dette produkt er blevet ultrafiltreret med henblik pé at fi fjernet
proteiner eller store peptidrester, der ikke er blevet tilstraekkeligt hydrolyseret.

I forbindelse med introduktionen af pHF blev der hos bern med komalksallergi observeret flere tilfaelde
af allergiske reaktioner efter indtagelse af sddanne produkter. Dette har skabt mistillid til, om
produkterne kan anvendes til forebyggelse af allergi. Imidlertid er der ogsé rapporteret om tilfaelde, hvor
spedbern har reageret pd eHF. Da kliniske undersogelser af den allergiforebyggende effekt af
hypoallergene modermalkserstatninger er meget omfattende, tidskrevende, dyre og kraever mange
forudgiende etiske overvejelser, er der behov for mere folsomme metoder end de eksisterende til
karakterisering af hypoallergene modermalkserstatninger og identifikation af, hvilke parametre der kan
have betydning for, om allergiske reaktioner opstar. Sddanne metoder vil kunne anvendes i
udviklingsfasen af hypoallergene modermelkserstatninger og endvidere til produktkontrol. En endelig
godkendelse af nye produkter og test af individers tolerance overfor specifikke produkter skal dog altid
testes klinisk.



METODER

I projektet er der blevet fokuseret pa detektion af materiale med en molekylvaegt > 5 kDa, der ville
kunne forklare, hvorfor nogle spadbern reagerer pad hypoallergene modermelkserstatninger. Der er
blevet lagt veegt pa detektion af:

e Proteiner, som ikke er blevet spaltet under hydrolysen
e Store peptidfragmenter
e Aggregeret materiale dannet under forarbejdning af produkterne (processering)

Alle produkter er blevet karakteriseret ved fysisk-kemiske, immunkemiske og immunologiske metoder.

¢ Fysisk-kemiske metoder giver oplysninger om produkternes molekylvaegtsfordeling, hydrolysegrad
og sammensa&tning.

¢ Immunkemiske metoder omfatter bestemmelse af rest-antigeniciteten.

¢ Immunologiske metoder giver oplysninger om immunogeniciteten.

Fysisk-kemiske metoder kan, ligesom immunkemiske metoder, 1 et vist omfang afslere, om antigene

komponenter er til stede i produkterne, da antigenicitet i hegj grad athenger af sterrelsen af

proteinmaterialet. Antigenicitet er en forudsatning for immunogenicitet, som igen er en forudsatning

for allergenicitet. Ingen af metoderne giver dog direkte oplysninger om produkternes allergenicitet.

Dette kan kun testes ved kliniske undersagelser.

I projektet er flg. metoder blevet anvendt:

Fysisk-kemiske metoder:

a) Aminosyreanalyse
Proteinindholdet i produkter, hydrolysater og diverse fraktioner er blevet bestemt .

b) Lipidanalyse
Indholdet af phospholipider og triglycerider er blevet kvantificeret, da lipidsammensatning ma
antages at have betydning for eventuelle aggregeringer.

c) SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)
Proteinmateriale i produkter og hydrolysater er adskilt efter molekylvegt i et gelnetvaerk under
dissocierende betingelser og visualiseret ved Coomassie- eller sglvfarvning.
Tilstedeverelsen af aggregater kan ikke undersgges ved denne metode.

d) Nativ PAGE
Proteinmateriale er adskilt efter molekylvaegt og ladningsfordeling i et gelnetveerk under ikke-
dissocierende betingelser og visualiseret ved farvning.

e) Gelfiltrering
Proteinmateriale i produkter og hydrolysater er adskilt efter molekylvagt under ikke-dissocierende
betingelser. Proteiner og peptider savel som aggregater kan pavises ved metoden.

f) Kapillarelektroforese
Elektroforese af produkter er foretaget i kapillarer, der ger metoden hurtig og ikke serlig
ressourcekravende. Der er blevet lagt vaegt pa udvikling af en metode til batch-kontrol.




Immunkemiske metoder:
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h)

ELISA

Antigene komponenter i produkterne er pavist ved hjelp af antistoffer, der 1 forvejen er blevet
fremstillet 1 dyr ved immunisering. ELISA giver sdledes et mél for rest-antigeniciteten.
Dot-immunbinding

Mal for restantigenicitet. Produkter og hydrolysater er direkte pasat blots uden forudgdende
adskillelse og antigent materiale pavist ved hjaelp af antistoffer.

Immunblotting

Mal for restantigenicitet: Proteiner/peptider i produkter og hydrolysater er blevet adskilt ved
gelelektroforese, overfort til blots og pavist ved hjelp af antistoffer.

Immunologiske metoder:

)

k)

D

Orale forsog

Mus er blevet fodret med produkter for at fa konstateret, om det via mavetarmkanalen er muligt
enten at sensibilisere musene eller at inducere tolerance. Begge dele kan tenkes ogsé at forekomme
hos spadbern, der indtager produkterne. Metoden giver et indirekte mal for immunogeniciteten af
produkterne.

Immuniseringsforsog

Mal for immunogenicitet. Mus og kaniner er blevet immuniseret intraperitonealt med proteiner eller
produkter for direkte at fi konstateret, om produkterne indeholder immunogene komponenter.
Antistofsvar er blevet evalueret ved ELISA.

T-celleproliferationsforsog

Mal for antigenicitet/immunogenicitet. T-celler fra milten 1 mus er efter immuniseringsforsoget
blevet stimuleret in vitro med forskellige komalksproteiner og modermalkserstatninger.



RESULTATER

I 1994 blev modermalkserstatninger indkebt fra apoteker og supermarkeder, eller produkter blev
doneret fra producenter. Batchnr. blev nedskrevet for alle produkter og er lebende blevet noteret ved
keb af nye batches.

Fysisk-kemiske metoder
A) Aminosyreanalyse

Proteinindholdet er blevet bestemt i alle produkter og svarer til proteinmangden iflg. deklarationerne +
13%. 1 forbindelse med flere af de anvendte metoder (f.eks. gelfiltrering) har en filtrering eller
centrifugering af proven varet pakraevet. Da det ikke pd forhdnd kan udelukkes, at produkterne
indeholder hgjmolekylaert materiale, der sedimenterer ved centrifugering, er bade bundfald og
supernatant blevet analyseret for aminosyresammens&tning. Aminosyreanalyse viste, at der ingen
paviselig forskel er pa de to fraktioner, pd nar et storre indhold af aminosyrerne Trp, Cys og Tyr i
bundfaldet af Nutramigen og Pregestimil, der under produktionen tilsattes frie aminosyrer.

B) Lipidanalyser

I overensstemmelse med deklarationer viser lipidanalyser, at produkterne indeholder vegatabilske olier.
Fedtsyreprofilerne er meget forskellige produkterne imellem, men det har ikke veret muligt at relatere
bestemte profiler til egenskaber, som kan forventes at vare af betydning for hypoallergenicitet af
modermelkserstatninger.

C+D) Gelelektroforese (SDS-PAGE og nativ PAGE)

- Alle produkter er blevet analyseret ved SDS-PAGE. Da selv meget sma mangder af intakte
proteiner kan udlese et allergisk respons, er den sterst mulige mangde produkt blevet pasat (200 pg
protein/peptid svarende til 10 mg protein/ml). Det har vaeret muligt at detektere peptider med en
molekylvagt ned til ca. 2500. Detektionsgraensen er for B-lactoglobulin bestemt til ca. 100 og 10 ng
ved hhv. Coomassie- og selvfarvning (svarer ved selvfarvning til ca. 0.5 pg protein/ml drikkeklar
oplesning). Felsomheden ved farvemetoderne athenger dog meget af det enkelte protein. Et
eksempel pd en Coomassie-farvet gel af faerdige produkter er vist i fig. 1, hvoraf ses, at
farveintensiteten afthanger ikke blot af hydrolysegraden men ogsé af producenten (sammenlign
f.eks. AHA, AHY og PRN fra Milupa). Det er bemerkelsesverdigt, at der selv blandt eHF ses
proteinmateriale med en tilsyneladende molekylvagt op til 12 kDa. Ved scanning af 14 geler er den
relative farveintensitet endvidere blevet bestemt og pa grundlag af 95%-konfidensintervaller har en
opdeling i fire grupper varet mulig, jfr. tabel 2. Tabellen viser samme billede som gelen i fig. 1 med
den undtagelse, at Profylac farver relativt meget 1 forhold til produkter fra Milupa (skyldes, at
farvning over 60 kDa ikke konsekvent har forekommet for disse produkter).

- Selvfarvning er generelt mere folsom end Coomassiefarvning og afslerer tilstedevarelsen af
proteinmateriale 1 alle produkter ved pdsatning af 200 pg protein. Dog ber begge farvnings metoder
anvendes, da nogle produkter farver mindre ved selvfarvning end ved Coomassiefarvning (f.eks.
Profylac).
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Fig.1: SDS-PAGE af hydrolyserede modermelkserstatninger efter tilsetning af reduktionsmidlet DTT
(dithiothreitol). LMW og PMW: Molekylvegtsstandarder (molekylvagten 1 kDa er angivet pa venstre
og hgjre side af figuren for hhv. LMW og PMW) SB: Prevebuffer; STD: a-lactalbumin, -
lactoglobulin, a- og B-kasein. For Nan 1 (N1) er kun 20 pg protein pésat.

Tabel 2: Opdeling af produkter efter farveintensitet af Coomassie-farvede geler efter SDS-PAGE.
Farveintensiteten er mélt ved scanning af 14 geler.

Hoj Middel Lav Ingen
Nan HA Profylac ~ Aptamil HA Nutrilon Pepti
Beba HA Aptamil Hypoantigen =~ Nutrilon Pepti Plus
Pregomin Pepti Junior
Alfaré Nutramigen
Pregestimil

- Det er muligt ved en simpel centrifugering af drikkeklare produkter at opnd en berigelse af protein,
hvorved komponenter, der ellers let undslipper detektion, tydeligt kan pavises ved SDS-PAGE.
F.eks. ses ved Coomassie-farvning to skarpe band med en molekylvaegt pd ca. 20 kDa for
Nutramigen efter SDS-PAGE af bundfald (ikke vist). En identifikation af disse band er foretaget i
projektet “Fortsat karakterisering af hypoallergene malkeprodukter”.

- Nativ PAGE giver ikke nye oplysninger om produkterne, hvorfor vi efter indledende forseg valgte
SDS-PAGE til separation af proteinmateriale i alle produkter.



E) Gelfiltrering

Alle produkter er blevet gelfiltreret efter centrifugering og filtrering gennem et 0.22 pum filter og
proteiner/peptider adskilt i molekylvegtsomradet 3-80 kDa (Sephadex G-75 kolonne).

Tabel 3:  Gelfiltrering af produkter pa en Sephadex G-75 kolonne.

Produkt Gelfiltrering

Sterst mulig M, % Protein

der kan detekteres 1 fronttop*
Nan 1 > 30000 ND
Nan HA > 30000 3,72
Beba HA > 30000 ND
Alfaré 14000 ND
Aptamil Hypoantigen 14000 ND
Aptamil HA > 30000 ND
Pregomin > 30000 ND
Nutrilon Pepti 18000 ND
Nutrilon Pepti Plus 12000 ND
Pepti-Junior 13000 ND
Nutramigen 7000 0,07
Pregestimil 9000 ND
Profylac 12000 0,18

* Fronttoppen inkluderer materiale med M, > 30 kDa. Proteinindholdet er bestemt ved
aminosyreanalyse, ND: not determined.

Den storste molekylvagt, der kan pédvises ved detektion af elueret materiale ved 280 nm (tabel 3),
indikerer, at der 1 produkterne muligvis eksisterer aggregeret materiale, idet molekylvagten bestemt ved
SDS-PAGE for nogle produkters vedkommende er mindre. For Profylac er dette neermere undersogt i
projektet “Fortsat karakterisering af hypoallergene melkeprodukter”. Endvidere ses for alle produkter
en top med en molekylvaegt over 30 kDa i kromatogrammer fra gelfiltrering (ikke vist). Denne top
bestar primart af non-protein materiale, men indeholder selv for eHF en ringe mangde protein, péavist
ved aminosyreanalyse, jfr. tabel 3. En nermere analyse af molekylvaegtsfordelingen af evt.
proteinmateriale i omradet fra 30 til >80 kDa ville kraeve en yderligere centrifugering og filtrering af
produkterne. Dette ville dog samtidig betyde risiko for at fa fjernet hgjmolekylart proteinmateriale, som
netop enskes pavist.

F) Kapillarelektroforese

Produkterne Nan 1, Nan HA, Profylac og Nutramigen er blevet undersogt ved kapillarelektroforese
(HPCE). Separation er blevet optimeret ved afprevning af 20 buffersystemer. De to buffersystemer, der
giver bedst “fingerprint” af malkepeptider, er phosphat med taurin/cholat og borat med Na,SO..
Analyse af tre forskellige batchnr. af Profylac indikerer, at kapillareletroforese er velegnet til
batchkarakterisering. En narmere fortolkning af resultater ved statistisk behandling kraever dog adgang
til kromatogrammer for vaesentligt mere end 3 forskellige batches, bl.a. ogsa til batches, der er blevet
kasseret.
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Immunkemiske metoder

G) ELISA

I projektet er det blevet valgt at analysere for restmangden af B-Ig (relevant for produkter baseret pa
komalksproteiner) og Kunitz sojabennetrypsininhibitor (STI — relevant for produkter baseret pd
sojaproteiner), jfr. tabel 4. B-Lactoglobulin kan i et sandwich-ELISA pévises 1 alle produkter, dog i
mindst mangde 1 eHF. Til sammenligning er det ved samme sandwich-ELISA blevet fundet, at -lg-
indholdet i1 brystmaelk fra 11 medre er pd < 0.3 - 19.8 pg/l med en medianverdi pa 1.6 pg/l. pB-
Lactoglobulin i f.eks. Nutramigen findes sandsynligvis som en forurening i kaseinerne, der under
oprensningen fra malk er vanskelig at fa helt fri for valleproteiner. En forklaring pa indholdet i de
sojabaserede produkter ma findes andetsteds - méiske forekommer kontaminering fra produkionsudstyr
eller fra tilsatte ingredienser.

H+I) Dot-immunbinding og immunblotting

Dot-immunbinding af 13 melkeprodukter fremgér af tabel 4. Produkter som har vist farvning ved SDS-
PAGE giver alle, pd nar Profylac og Alfaré, positivt svar ved dot-immunbinding (Nan 1, Nan HA, Beba
HA, Aptamil hypoantigen, Aptamil HA og Pregomin). De positive svar for produkter fra Nutricia
(Nutrilon Pepti Plus, Nutrilon Pepti og Pepti Junior) ved inkubation med anti-kasein korrelerer derimod
ikke med SDS-PAGE og kan vakke undren, da produkterne er baseret pa valle. Immunblotting efter
SDS-PAGE og inkubation med anti-valle viser resultater svarende til ELISA af B-lg, se fig. 2. Metoden
har dog ikke vist sig sd felsom som ELISA, idet

Tabel 4: Rest-antigenicitet vurderet ved ELISA og dot-immunbinding.

Produkt ELISA' Dot-immunbinding*

png B-lg /tilberedt  pg STI/1 tilberedt Anti-valle  Anti-kasein  Anti-

modermalkserst. modermalkserst. STI
Nan 1 1716000 170 ok ok -
Nan HA 41580 <3 okE o -
Beba HA 61490 <3 okE o -
Alfaré 271 <3 - - -
Aptamil Hypoantig. 229 <3 * - -
Aptamil HA 59 12 - - *
Pregomin 5 <3 - - *
Nutrilon Pepti 88 <3 - o -
Nutrilon Pepti Plus 19 <3 - o -
Pepti-Junior 14 <3 - ok -
Nutramigen 6 <3 - - -
Pregestimil 7 <3 - - -
Profylac 14 <3 - - -

¥ B-lg bestemt ved sandwich-ELISA, STI ved kompetitivt ELISA.

* For hvert produkt er 1 upl i koncentrationen 20 mg protein/ml blevet pasat (dog 0,1 mg/ml Nan 1).
(+) angiver den relative farveintensitet bestemt ved densitometri (farveintensiteten angivet i “arealenheder”,
bestemt ved anvendelse af  programmet: Cream, Kem-En-Tec Software Systems).

(-) angiver farvning pa blindvaerdiniveau (3 x farveintensiteten for ovalbumin, 1 pl pasat i koncentrationen 1 mg
/ml).
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Fig. 2: Immunblot af hydrolyserede modermelkserstatninger. Inkubation med anti-valle. STD:
standarder (molekylveegt angivet til venstre i1 figuren), BCN: B-kasein, aCN: a-kasein, alLA: o-
lactalbumin, BLG: B-lactoglobulin.

kun pHF giver tydelige svar. Modsat ELISA bidrager immunblotting med viden om
molekylvegtsfordelingen af de paviste residuelle proteiner, f.eks. er der for nogle produkters
vedkommende problemer med at fa nedbrudt dimeren af B-lg (Nan HA og Beba HA, begge pHF).

Immunologiske metoder

De immunologiske metoder er i projektet blevet tillagt sterst veegt, da allergenicitet forudsetter
immunogenicitet. En vurdering af de fysisk-kemiske og immunkemiske metoders pradiktive vaerdi skal
saledes sammenholdes med resultaterne fra immuniseringsforsegene.

J) Orale immuniseringsforsog

Mus er blevet fodret med de tre hydrolyserede melkeprodukter Nan HA, Profylac og Nutramigen, der
alle indgar i den kliniske undersogelse. B-laktoglobulin og Nan 1, som bestédr af intakte immunogene
malkeproteiner og derfor burde inducere et immunrespons, blev medtaget til sammenligning. Ved den
efterfolgende test for induktion af et oralt immunrespons har resultater vist, at der kun er blevet
induceret tolerance over for B-lg. Det har ved brug af den opsatte model saledes ikke veeret muligt at
pavise, om hypoallergene modermelkserstatninger indeholder immunogent materiale. Derimod
afslorede resultaterne, at et immunrespons rettet mod produkterne evt. kunne fremkaldes ved traditionel
immunisering (indsprejtning), se punkt K).

K) Immuniseringsforsog

Efter et indledende pilotforseg (12 méneder) er 6 mus i hver gruppe blevet immuniseret med B-lg,
Nanl, Nan HA, Profylac og Nutramigen. Ikke-indavlede mus er anvendt for at give biologisk variation.
Ca. 14 dage efter hver immunisering er musene blevet tappet for blod og et evt. immunrespons
(antistofsvar) undersogt ved ELISA. Forsgget har haft en varighed af 7 méaneder.
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Antal dage efter immuniseringens start (6 mus i hver gruppe)
Fig. 3: Stigning i antistofsvar mod B-lactoglobulin og oa-lactalbumin efter immunisering af mus med
hhv. B-lactoglobulin, Nan 1, Nan HA og Profylac. Antistoffer i mus immuniseret med Nutramigen er
testet mod a- og B-kasein, da Nutramigen er baseret pa kaseiner.

Resultaterne af langtidsimmuniseringen fremgar af fig. 3. I lebet af den periode, som er almindelig ved
immuniseringsforsag (30-40 dage), giver mus immuniseret med B-laktoglobulin og Nan 1 klart svar,
som forventet ved immunisering med intakte proteiner. De hydrolyserede malkeprodukter giver
derimod intet eller meget lavt svar. Efter 215 dage, hvor der er blevet immuniseret 8 gange, er
antistofsvaret for Nan HA derimod kommet op pa samme niveau som p-laktoglobulin og Nan 1, og selv
imod Profylac (eHF) er der dannet specifikke antistoffer. I de hydrolyserede melkeprodukter Nan HA
og Profylac er tilstedevaerelsen af immunogene komponenter séledes blevet afsloret, men forst efter lang
tids immunisering. For Nutramigen er ingen immunogene komponenter blevet pavist, selv efter
immunisering i 7 maneder. Sera fra mus immuniseret med Nutramigen er foruden anti-kasein antistoffer
ogsa testet for antistoffer rettet mod pB-lg og a-la, men heller ikke 1 denne forbindelse kunne der pavises
en stigning 1 antistofsvar.

L) T-celleproliferationsforsag

Praeliminare resultater har vist, at T-celler fra mus immuniseret med Nan 1 stimuleres af bade Nan HA,
Profylac og Nutramigen, dog i forskelligt omfang. Dette viser, at alle de tre navnte hydrolyserede
modermalkserstatninger er antigene. Ydermere har resultater vist, at T-celler fra mus immuniseret med
hhv. B-lg, Nan 1, Nan HA, Profylac og Nutramigen stimuleres i varierende grad af mealkeproteinerne o-
la, B-lg, lactoferrin, a-, B- og x-kasein. Nar en aktivering af T-celler fra mus immuniseret med et
hydrolyseret produkt overhovedet er mulig, indikerer dette imidlertid, at produktet er immunogent.
Undersogelse af T-celleaktivering kan saledes vere et nyttigt supplement til bdde immunkemiske
metoder (mél for antigenicitet) og til immuniseringsforseg (mél for immunogenicitet).
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Sammenligning af resultater opnaet ved fysisk-kemiske, immunkemiske og
immunologiske metoder

Resultater fra fysisk-kemiske og immunkemiske metoder er forsegt sammenholdt i1 tabel 5. For Nan
HA, Profylac og Nutramigen korrelerer resultater fra SDS-PAGE og gelfiltrering med
immuniseringsforsaget, hvor svaret er faldende i raekkefolgen Nan HA, Profylac og Nutramigen..
Korrelationen til de immunkemiske metoder er mindre god, specielt for dot- og immunblotting. Det ber
dog bemerkes, at udfaldet af resultaterne for de immunkemiske metoder er sterkt afhaengig af hvilke
antistoffer, der anvendes til detektion.

Det kunne veare interessant at undersege, om der er en korrelation mellem metoderne for de resterende
produkter. Immuniseringsforseg for flere produkter er sédledes planlagt i1 projektet “Fortsat
karakterisering af hypoallergene malkeprodukter”. P4 grundlag af “samlet score” i tabel 5 er det
imidlertid muligt at foretage en forelebig opdeling af produkterne. I rakkefolge efter faldende
antigenicitet fas séledes:

1) Nan HA (pHF) og Beba HA (pHF)

2) Aptamil HA (pHF), Aptamil Hypoantigen (pHF) og Pregomin (eHF)

3) Alfaré (eHF), Profylac (eHF), Nutrilon Pepti (pHF), Nutrilon Pepti Plus (eHF) og Pepti Junior
(eHF)

4) Nutramigen (eHF) og Pregestimil (eHF).

Tabel 5: Relativ score for 12 hydrolyserede modermelkserstatninger, analyseret ved forskellige

laboratoriemetoder.
Produkt SDS- Gelfil- ELISA* Dot-immun- Immun- | Samlet
PAGE' trering binding’  blotting | score
Nan HA 4 4 4 4 4 20
Beba HA 4 4 4 4 4 20
Alfaré 1 2 3 0 1 7
Aptamil Hypoantig. 2 2 3 2 2 11
Aptamil HA 2 4 2+1 2 2 13
Pregomin 2 4 0 2 2 10
Nutrilon Pepti 0 2 2 2 0 6
Nutrilon Pepti Plus 0 2 1 2 0 5
Pepti-Junior 0 2 1 2 0 5
Nutramigen 0 0 0 0 0 0
Pregestimil 0 0 0 0 0
Profylac 3 2 1 0 0 6

* Det bemarkes, at hgjmolekylart proteinmateriale (ca. 20 kDa) kan pévises i Nutramigen og Pregestimil ved
analyse af bundfald efter centrifugering.

" Relativ score for indhold af hhy. B-1g og STI.
T Verdier er angivet i forhold til, hvor mange forskellige antistoffer, der blev bundet.
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Hydrolysater

En fysisk-kemisk karakterisering af rene hydrolysater ved brug af samme metoder som beskrevet
ovenfor har givet resultater som for eHF. Dog farvede hydrolysaterne mindre intensivt med selv end
Coomassie efter SDS-PAGE (ligesom for Profylac).

Adgang til hydrolysater har givet mulighed for at sammenligne produkt og hydrolysat. Resultater fra de
fysisk-kemiske metoder viser, at der ikke er betydelig forskel pd proteinmaterialet i hhv. Profylac-
hydrolysat og -produkt. Ogsé kapillarelektroforese af hhv. Adapta HA og hydrolysaterne, hvorpa
produktet er baseret (Lacprodan CH-500 / WPH-800), viser, at der ikke er veesentlig forskel pa analyse
af hhv. produkt og hydrolysat. Praveforberedelsen til HPCE kan dog for produktets vedkommende
flerne komponenter af betydning. Endvidere ses, modsat de ferdige produkter, ingen fronttop for
hydrolysater efter gelfiltrering. Det er muligt, at den ringe mengde protein, der kan pavises 1 denne top
for ferdige produkter, er tilstraekkelig til at inducere et immunrespons. En immunisering af hhv.
Profylac og Profylac hydrolysat foretages derfor i projektet “Fortsat karakterisering af hypoallergene
malkeprodukter”. Nar resultater foreligger fra dette projekt vil der vaere mulighed for at vurdere, om
karakterisering af hydrolysat fremfor det ferdige produkt er forsvarlig, f.eks. 1 forbindelse med
produktkontrol.

De immunkemiske metoder har for hydrolysaternes vedkommende afsloret tilstedevarelsen af B-lg,
specielt 1 Lacprodan WPH-800, jfr. tabel 6. Til sammenligning er indholdet af B-lg angivet for tre
udvalgte ferdige produkter (bemerk at der kun er 12-13 % protein i disse produkter). Immunblotting
har ved inkubation med anti-valle kun givet svar for Adapta HA (et band ved ca. 25000 Da).

Tabel 6: Indhold af B-lg i hydrolysater og malkeprodukter.

Produkt Batchnr. mg B-lg/g pulver*

Lacprodan CH-500 46271 / 940627 0,12
(951000)

Lacprodan WPH-800 C27191 14,00
(95500)

Peptigen PH-200 60811 /940923 0,19
(951000)

Peptigen SH-100 55031 /940923 0,08

(3251-55031)
Adapta HA 0395 13,10
(holdbarhedsdato)

Nan HA (pHF) 315,00

Profylac (eHF) 0,11

Nutramigen (eHF) 0,04

* Pulver bestér primert af protein for hydrolysaternes vedkommende, mens der kun er ca. 13 % protein i de
feerdige produkter.
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KONKLUSION

Der findes flere forskellige modermalkserstatninger produceret med henblik pa behandling eller
forebyggelse af komalksallergi pd markedet. Mange af produkterne har imidlertid fremkaldt allergiske
reaktioner hos spadbern, hvorfor en nermere karakterisering af produkterne er pakravet med henblik
pa at identificere parametre kritiske for udvikling af allergi. I projektet er 6 ekstensivt og 6 partielt
hydrolyserede modermalkserstatninger blevet karakteriseret ved fysisk-kemiske, immunkemiske og
immunologiske metoder. Dette gor det muligt at vurdere antigeniciteten og immunogeniciteten af
produkterne, der er en forudsetning for allergenicitet. Sidstnevnte kan kun testes ved kliniske forseg.

Immunogenicitet er blevet pavist ved langtidsimmunisering af mus for bdde pHF og eHF (Nan HA og
Profylac), hvorfor disse modermelkserstatninger er potentielt allergene. Analyse af produkterne i en
koncentration svarende til drikkeklare oplesninger afslorer ved SDS-PAGE og gelfiltrering
tilstedevarelsen af proteinmateriale med en tilsyneladende molekylvaegt pa op til ca. 30 kDa for pHF og
12-14 kDa for eHF. Ved berigelse af proteinmateriale ved gelfiltrering eller centrifugering er det muligt
at pavise hgjmolekylert materiale for endog meget hydrolyserede modermalkserstatninger
(proteinmateriale med en molekylvegt pa ca. 20 kDa pavist i Nutramigen). Det har ved ELISA veret
muligt at pavise B-lactoglobulin eller rester herfra i samtlige produkter, hvorimod immunblotting ikke
viste sig sa folsom.

Der er fundet en god korrelation mellem resultater fra hhv. immuniseringsforsog og SDS-
PAGE/gelfiltrering af hydrolyserede modermalkserstatninger. Saledes viser Nan HA efter SDS-PAGE
mest detekterbart materiale, Profylac langt mindre og Nutramigen intet, svarende til de antistofsvar, der
blev fundet i immuniseringsforseget. Til karakterisering af nye produkter og til kvalitetskontrol kan
SDS-PAGE af prever i1 hgj koncentration saledes anbefales. Metoden er, modsat gelfiltrering, hurtig og
folsom, og ved berigelse af materiale ved en simpel centrifugering og ved at anvende forskellige
farvningsmetoder er det muligt at pavise proteinmateriale, der ellers let undslipper detektion. Dog vides
det endnu ikke, om en karakterisering af hydrolysat fremfor det fardige produkt kan forsvares.
Immuniseringsforsegene er kostbare, men betydeligt mere folsomme end SDS-PAGE og giver et direkte
svar pa, om produkter er immunogene eller ej. Saledes er der fundet klart svar mod B-lg ved
immunisering med Profylac pa trods af, at B-lg ikke kunne ses efter SDS-PAGE af Profylac og kun en
ringe mangde -1g blev pavist ved ELISA.

To laboratoriemetoder, der egner sig til vurdering af indholdet af potentielt allergent materiale i
hydrolyserede modermalkserstatninger er saledes blevet udviklet. Der er en god overensstemmelse
mellem resultaterne fra metoderne, som supplerer hinanden: SDS-PAGE giver en id¢ om, hvilke
proteiner der er til stede i produkterne i mangder over 1-10 ng (ca. 0,05-0,50 pg/ml), mens eksistensen
af immunogent materiale i mangder herunder kan afsleres ved immuniseringsforsog.

Data fra den kliniske undersegelse afventes. Nar disse foreligger, vil resultater opndet ved
laboratoriemetoder blive korreleret hertil. Det skal da vise sig, om en given laboratoriemetode svarer
bedst til de kliniske udfald, f.eks. immunisering af mus eller SDS-PAGE. I sd fald er der her blevet
udviklet nyttige metoder til forudsigelse af allergenicitet.
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RESUME

Formédlet med undersogelsen var at sammenligne den allergiforebyggende effekt af en partiel
hydrolyseret hypoallergen modermalkserstatning med to ekstensiv hydrolyserede hypoallergene
modermelkserstatninger 1 en 1-ars fodselskohorte af nyfedte med hej risiko for udvikling af allergisk
sygdom fra fodslen til 18 méaneders alderen.

Metoder: Hojrisikobern fra danske centre blev inkluderet i perioden juni 1994 til juli 1995. Fra denne
fodselskohorte bestdende af 11.632 bern blev 595 (5,1 %) hejrisikobern identificeret. Hojrisikobern
blev defineret som havende dobbelt foraeldredisposition eller enkelt disposition (foreldre eller
soskende) til allergisk sygdom. I tilfaelde af enkelt disposition krevedes ogsd navlesnors-IgE pd mindst
0,3 kU/I. Ved foadslen blev alle bern randomiseret (fordelt ved lodtreekning) til en af tre forskellige
blindede hypoallergene modermalkserstatninger ved hjelp af fedselsdatoen. Alle modre fik normal kost
under graviditeten og i laktationsperioden, og alle blev opfordret til ren brysternaering. Hvis
brysternaringen var utilstrekkelig blev en af de tre hypoallergene modermalkserstatninger, i henhold
til randomisering, givet 1 de forste 4 maneder. Det blev anbefalet ikke at introducere komalk,
komelksprodukter og fast fade (tilskudskost) for 4 maneders alderen. Efter 4 maneders alderen blev der
givet normal spadbarnskost og normal komalksbaseret modermalkserstatning ved behov. Alle bern
blev fulgt prospektivt med omhyggelig registrering af barnets kost, miljefaktorer og udvikling af
allergiske symptomer. Ved 6, 12 og 18 maneders alderen og i tilfeelde af mistanke om allergiske
symptomer blev barnene undersogt af en lege, og i tilfelde af mistanke om fedevareallergi blev der
udfort kontrolleret eliminations- og provokationsunderseggelse pa den padgeldende berneafdeling.
Resultater: 550 born blev inkluderet efter skriftlig informeret samtykke fra foreldrene. 36 barn blev
senere ekskluderet af undersogelsen, fordi inklusionskriterierne ikke blev overholdt. 478 bern blev set
ved alle besag. 332 blev ren brysternarede, 79 fik en ekstensiv hydrolyseret hypoallergen modermaelk-
serstatning baseret pa kasein (Nutramigen), 82 fik en ekstensiv hydrolyseret hypoallergen modermaelk-
serstatning baseret pa valleprotein (Profylac), og 85 fik en delvis hydrolyseret hypoallergen moder-
malkserstatning baseret pd valleprotein (Nan HA) gennem de 4 forste leveméneder. De 4 grupper var
identiske med hensyn til disposition til allergisk sygdom, navlesnors-IgE, fedested og ken. Rent
brysternerede bern blev udsat mindre for tobaksreg og pelsdyr i hjemmet, og de tilhorte hojere
socialklasser, mens bernene i de 3 grupper som fik hypoallergen modermelkserstatning var identiske
med hensyn til miljefaktorer. Forekomsten af brysternaring var hej, kun 8 (2%) af bernene fik slet ikke
brysternaring. De 3 grupper som fik hypoallergen modermelkserstatning var identiske med hensyn til
varigheden af brysternering og alder ved introduktion af hypoallergen modermelkserstatning samt
tilskudskost. Bern som fik ren brysternaring havde en signifikant lavere kumulativ incidens af
astmatisk bronchitis (21,6%) sammenlignet med bern, som fik hypoallergen modermalkserstatning
(35%). Ingen signifikante forskelle blev fundet i de 3 grupper, som fik hypoallergen modermalkser-
statning med hensyn til kumulativ incidens af atopisk dermatitis (berneeksem) eller luftvejssymptomer.
Den kumulative incidens af foraldrerapporteret komalksallergi var signifikant hgjere blandt bern som
fik partiel hydrolyseret hypoallergen modermalkserstatning (Nan HA) sammenlignet med bern som fik
ekstensiv hydrolyseret hypoallergen modermalkserstatning (Nutramigen eller Profylac) ved 12 og 18
maneders alderen (Nan HA: 7,1%, Nutramigen: 2,5%, Profylac: 0%, p 0,033). Den kumulative incidens
af eliminations- og provokationsverificeret komelksallergi var 1,3 % (3/232) i den ren brysternrede
gruppe, 0,6% (1/161) blandt bern, som fik en ekstensivt hydrolyseret hypoallergen
modermalkserstatning (Nutramigen eller Profylac) og 4,7% (4/85) blandt bern som fik en partiel
hydrolyseret modermalkserstatning (Nan HA)

Konklusion: Partiel hydrolyseret hypoallergen modermalkserstatning synes at vaere mindre effektiv
end ekstensiv hydrolyseret modermelkserstatning med hensyn til forebyggelse af komalksallergi, 0,6%
versus 4,7% (p 0.05). Pa grund af det lille antal af bern med komalksallergi, ber resultaterne fortolkes
med forsigtighed. Sammenlignet med andre sammenlignelige studier var forekomsten af allergiske
symptomer i denne undersogelse lav, selvom den diztetiske intervention hverken omfattede diat til
medrene i laktationsperioden eller diztetiske restriktioner for bernene efter 4 maneders alderen.
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ENGLISH SUMMARY

Comparison of a partially hydrolysed infants formula with two extensively hydrolysed formulas for
allergy prevention. A prospective, randomised study.

The aim of this study was to compare the allergy preventive effect of a partially hydrolysed formula
with two extensively hydrolysed formulas in a one-year birth cohort of infants with a high risk for
development of allergic disease.

Methods. High-risk infants from 4 Danish centres were included in the period from June 1994 to July
1995. From this birth cohort consisting of 11.632 infants, 595 (5.1 %) high-risk infants were identified.
High-risk infants were defined as having biparental or single atopic predisposition (parent or sibling),
the latter conbined with cord blood IgE 2: 0.3 kU/I. At birth all infants were randomised to one of 3
different blinded formulas by means of date of birth. All mothers had unrestricted diets during
pregnancy and lactation and were encouraged to breastfeed exclusively. If breastfeeding was
insufficient one of the 3 formulas, according to randomisation, was given during the first 4 months. It
was recommended not to introduce cow's milk, cow's milk products and solid foods until the age of 4
months. After the age of 4 months a normal unrestricted diet and conventional cow's milk based formula
was given when needed.

All infants were followed prospectively with careful registration of the diet, environmental factors and
any atopic symptoms. At the age of 6, 12 and 18 months and in case of any possible atopic symptom the
infants underwent physical examination. In case of suspicion of food allergy controlled elimina-
tion/challenge procedures were performed in a hospital setting.

Results. 550 infants were included after parental consent. 36 were excluded due to non-compliance. 478
were seen at all visits. 232 were exclusively breastfed, 79 received an extensively hydrolysed casein
formula (Nutramigen), 82 an extensively hydrolysed whey formula (Profylac) and 85 a partially
hydrolysed (Nan HA) during the first 4 months of life. The 4 groups were identical as regards atopic
predisposition, cord blood IgE, birthplace and gender. Exclusively breastfed children were less exposed
to tobacco smoke and pets at home and belonged to higher social classes, whereas the 3 formula groups
were identical as regards environmental factors. The frequency of breastfeeding was high, only 8 (2%)
children were not breastfed at all. The 3 formula groups were identical as regards duration of
breastfeeding and age at introduction of formula and solid foods.

Children, who were exclusively breastfed, had a significantly lower cumulative incidence of recurrent
wheezing (21,6%) ompared with formula fed children (35%). No significant differences were found in
the 3 formula groups as regards the cumulative incidence of atopic dermatitis or respiratory symptoms.
The cumulative incidence of atopic dermatitis or respiratory symptoms. The cumulative incidence of
parental reported cow's milk allergy was significantly higher in children fed partially hydrolysed
formula (Nan H.A.) compared with extensively hydrolysed (Nutramigen or Profylac) at 12 and 18
months (Nan HA: 7.1 %, Nutramigen: 2.5%, Profylac: 0, p 0.033). The cumulative incidence of
confirmed cow's milk allergy was 1.3% (3/232) in exclusively breastfed, 0.6% (11161) in infants fed an
extensively hydrolysed formula (Nutramigen or Profyac) and 4.7% (4/85) in infants fed the partially
hydrolysed formula (Nan HA).

Conclusion. Partially hydrolysed formula seems to be less effective than extensively hydrolysed formula
in preventing cow's milk allergy, 0.6% vs. 4.7% (p 0.05). Due to the small number of cases the results
should be interpreted with caution. Compared with other comparable studies the frequency of atopic
symptoms was low, even if the dietetic intervention did not include neither maternal diet during
lactation nor dietary restrictions to the children after the age of 4 months.
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DEFINITIONER OG FORKORTELSER

Hojrisikobern:

Atopiske symptomer:

Astma:
Astmatisk bronchitis:

Atopisk dermatitis:

Allergisk nzldefeber:
Hofeber:

Fodevareallergi (FA):

Komalksallergi (CMA):

C

BF

HAF

eHF

pHF
DBPCFC
Hypoallergen

Born med dobbelt foraldredisposition til allergisk sygdom (astma,
hefeber, atopisk dermatitis (berneeksem), allergisk naldefeber eller
fodevareallergi) eller svaer enkelt disposition til allergisk sygdom
kombineret med navlesnors-IgE pd mindst 0,3 kUIL. Sver atopisk
sygdom var til stede, nar en af foraldrene eller en eller flere af barnets
soskende havde eller havde haft allergisk sygdom med helarssymptomer
eller symptomer fra mere end et organsystem.

Astma, astmatisk bronchitis (mindst 2 perioder), atopisk dermatitis
(berneeksem), allergisk neldefeber (mere end 2 gange), allergisk hofeber
eller reproducerbare allergiske reaktioner mod fedevarer.

Mindst 3 perioder med behandling skraevende hvasende vejrtrekning
diagnosticeret af en lege.

Mindst 2 perioder med legediagnosticeret, behandlingskravende
hveesende vejrtrackning i forbindelse med gvre luftvejsinfektioner.
Objektivt paviselige omrdder med skellende, rodt og klgende eksematest
udslet, lokaliseret til ansigt, hoved eller bejefureomrider. Kun eksem
med mindst 2 lokalisationer pé de typiske omrader og
kronisk/tilbagevendende eksem med en varighed pa mindst 3 méneder
blev registreret.

Mindst 2 tilfeelde forarsaget af samme allergen - diagnosticeret af en
lege.

Typiske symptomer af mindst 1 méaneds varighed eller tilbagevendende
tilfelde forarsaget af samme allergen - diagnosticeret af laege.
Reproducerbare allergiske reaktioner diagnosticeret ved kontrollerede
eliminations- og provokationsundersogelser.

Diagnosticeredes ved:

a) opher af symptomer efter hver af 2 eliminationer af komalk og
komalksprodukter - eliminationsperioder a 1-2 ugers varighed.

b) tilbagevendende identiske symptomer efter provokation.

c¢) udelukkelse af laktoseintolerans og infektion som arsag til sympto-
merne. Alle provokationernee blev 1 forste omgang udfert 1 dbent regi,
men 1 tilfeelde af uklare eller usikre resultater blev provokationen
gentaget dobbelt blindet og placebokontrolleret.

Nutramigen (Mead Johnson, U.S.A.) en ekstensiv hydrolyseret hy-
poallergen modermalkserstatning baseret pd kasein.

Profylac (ALK, Danmark). En ekstensiv hydrolyseret hypoallergen
modermelkserstatning, som ogsa er ultrafiltreret.

Nan HA, (Nestle, Schweiz). En partiel hydrolyseret hypoallergen
modermelkserstatning baseret pd valleprotein.

Brysterneret.

Hypoallergen modermalkserstatning.

Ekstensiv hydrolyseret hypoallergen modermalkserstatning.

Partiel hydrolyseret hypoallergen modermalkserstatning.

Dobbelt blindet placebo kontrolleret fodevareprovokation.

Mindre allergifremkaldende.
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FORMAL

Forméalet med hovedprojektet er at undersege, om der er en sammenhang mellem den allergiforebyg-
gene effekt og den kemiske sammensatning af 3 hypoallergene modermalkserstatninger: 1) Nutrami-
gen, 2) Profylac og 3) Nan HA. Nutramigen og Profylac er baseret pé protein, der er ekstensiv
hydrolyseret (eHF), mens Nan HA er baseret pa delvis hydrolyseret protein (pHF). I denne delunder-
sogelse var formélet at undersoge og sammenligne den mulige allergiforebyggende effekt af pHF (Nan
HA) med effekten af eHF (Nutramigen og Profylac) i en fodselskohorte af danske bern med hgj risiko
for udvikling af allergisk sygdom. Sidelobende med denne undersegelse er der under ledelse af Vibeke
Barkholt, Institut for Biokemi og Ernaering, Danmarks Tekniske Universitet, Lyngby, foretaget en
undersogelse vedrarende den fysisk - kemiske karakterisering og udvikling af nye metoder til analyse af
hypoallergene malkeprodukter, herunder Nutramigen, Profylac og Nan HA. Efterfalgende skal
resultater opnaet ved laboratoriemetoderne sammenholdes med den kliniske allergiforebyggende effekt
af de 3 hypoallergene modermelkserstatninger med henblik pa vurdering af en mulig korrelation
mellem et produkts paviste allergenicitet (allergifremkaldende egenskaber) pavist ved laboratoriemeto-
der og den allergiforebyggende effekt af det pagaldende produkt i en klinisk human undersogelse.

BAGGRUND

Forekomsten af allergiske sygdomme hos bern har vaeret stigende 1 de seneste artier. I de forste leveér
drejer det sig is@r om atopisk dermatitis (berneeksem), fodevareallergi og astmatisk bronchitis,
hvorimod astma og hefeber er de hyppigst forekommende allergiske lidelser senere i barndommen.
Fodevareallergi forekommer hos 7-8% af bern i alderen 0-3 ar. Komalksallergi alene opstar hos 2-3% i
forste levedr. 80-90% af bern med komalksallergi er vokset fra allergien inden 3 rs alderen, men
storsteparten udvikler ofte andre allergier - f.eks. overfor inhalationsallergener som husstovmider eller
pelsdyr eller pollen i lebet af barnealderen. Det har derfor varet af stor interesse at forebygge
fodevareallergi - og specielt komalksallergi - for om muligt ikke blot at forebygge den tidlige opstaen
af fodevareallergi, men eventuelt ogsa senere allergi overfor inhalationsallergener. Adskillige
prospektive studier har vist en allergiforebyggende effekt af ren brysternering eller en ekstensiv
hydrolyseret hypoallergen modermelkserstatning blandt bern med hgj risiko for allergiudvikling, nar
diztperioden omfattede mindst 4-6 maneder og tilskudskost (fast fade) ikke blev introduceret for 4
maneders alderen. Ved et sddant forebyggelsesregime er der fundet en reduceret forekomst af atopisk
dermatitis (berneeksem) og fodevareallergi op til 5 ars alderen. P& grund af forskellige studiedesigns,
definitioner og diagnostiske kriterier i tidligere undersegelser har det ikke varet muligt at drage
holdbare konklusioner vedrerende effekten af forskellige distetiske regimer og hypoallergene
modermalkserstatninger. I en tidligere undersogelse fandtes den allergiforebyggende effekt af en eHF
baseret pa kasein at vaere pa samme niveau som effekten af en eHF baseret pa valleprotein og som
samtidig var ultrafiltreret. Andre undersegelser har tydet pé en vis forebyggende effekt af en pHF i
forhold til almindelig komalksbaseret modemalkserstatning og sojaproteinbaseret modermeelkserstat-
ning. Tidligere undersogelser har pdvist langt hejere indhold af f.eks. komalksproteinet betalactoglu-
bolin i pHF (f.eks. 12400 nanogram/ml) sammenlignet med vardier pd 0,91 - 8,9 nanogram/ml i eHF
(f.eks. Nutramigen og Profylac) og 0,9-150 nanogram/ml i brystmalk. Andre underseggelser har vist en
positiv korrelation mellem sensibilisering/IgE-medierede reaktioner mod eHF og pHF hos bern med
komelksallergi og graden af hydrolyse i1 disse produkter samt omfanget af restantigenicitet/allergeni-
citet malt ved f.eks. hudpriktest og specifik IgE. Imidlertid er der tidligere kun foretaget en enkelt
sammenlignende undersegelse af den allergiforebyggende effekt af et pHF-produkt med et eHF-
produkt, hvorfor den aktuelle undersggelse af en kommerciel pHF (Nan HA) sammenlignet med to
ligeledes kommercielle eHF (Nutramigen, Profylac) er interessant.
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METODER

Undersogelsespopulationen er en fodselskohorte fra 4 forskellige geografiske omrader i Danmark.
Levendefedte hgjrisikobern fra Odense Universitetshospital, Viborg Sygehus, Glostrup Universitets
hospital og Senderborg Sygehus fra perioden 1. juni 1994 til 30. juni 1995 blev inviteret til at deltage i
underspgelsen. Alle disse nyfadte havde dobbelt foraeldredisposition eller svaer enkelt disposition til
allergisk sygdom og i tilfaelde af enkelt disposition kraevedes samtidig forhgjet navlesnors-IgE pa
mindst 0,3 kU/I. Det totale antal af levende nyfedte pa de 4 sygehuse i studieperioden var 11.632. I alt
595 hgjrisikobern (5,1 %) blev identificeret, og foreldrene informeret om studiet. I alt 199 fra Odense,
135 fra Viborg, 103 fra Glostrup og 158 fra Senderborg. I henhold til resultatet af tidligere undersogel-
ser forventedes det, at ca. 20% af disse hgjrisikobern ville udvikle komalksallergi i lobet af forste
levedr, hvis de fik almindelig komalksbaseret modermalkserstatning, nar ren brysternaring ikke var
mulig i lebet af de forste 6 méneder. Idet vi antog, pa baggrund af et tidligere udenlandsk studie, at pHF
ville blive halvt sé effektivt med hensyn til forebyggelse af komalksallergi som eHF estimeredes det, at
der kraevedes mindst 200 nyfedte til randomisering til de 3 grupper (pHF, eHF, eHF) for at finde en
forskel med 80% sandsynlighed, og at der kraevedes mindst 300 for at pavise en forskel med 100%
sandsynlighed. Da det forventedes, at omkring 50% af foedselskohorten ville fa ren brysternering, og da
der ikke kunne forventes en 100% follow-up rate, blev det planlagt at inkludere mindst 500 og optimalt
600 hejrisiko spadbern i undersggelsen.

Undersagelsen er en dobbelt-blindet placebokontrolleret, randomiseret, interventionsundersggelse.
Under graviditeten blevet spergeskema med information vedrerende allergisk disposition besvaret af
alle foraeldrene, som ogsé blev informeret omkring studiet - sdvel mundtligt som skriftligt.

Alle madrene fik normal kost uden diztrestriktioner - savel i graviditeten som i laktationsperioden og
alle blev opfordret til ren brysternaring. Hvis brysternaring ikke var mulig eller utilstrackkelig, blev der
i de forste 4 levemaneder, i henhold til randomiseringen pa baggrund af fedselsdatoen, tilrddet en af de
3 hypoallergene modermalkserstatninger; séledes tilherte 1/3 af hej risiko bernene hver af de 3 grupper
A, B eller C. De 3 forskellige hypoallergene modermelkserstatninger var blindet i identiske daser med
benavnelsen A, B eller C. Det blev anbefalet ikke at introducere komealk eller komelksprodukter og
herunder almindelig komalksbaseret modermalkserstatning samt tilskudskost for 4 maneders alderen.
Hvis der var behov for supplerende kost i de forste levedegn, indtil diegivningen var etableret, blev der
anbefalet vand og kun hvis der var medicinsk indikation for supplerende kost, blev der tilbudt
hypoallergen modermelkserstatning A, B eller C i henhold til randomiseringen. Efter 4 maneders
alderen anbefaledes en normal spadbarnskost og konventionel komalksbaseret modermaelkserstatning,
nar der var behov for modermalkserstatning. Udover ovennavnte diztetiske anbefalinger tilrddede s det
at undga eksposition for tobaksrag, pelsdyr og fugtige boligforhold.

Foraldrene til hgjrisikobernene blev informeret savel mundtligt som skriftligt under graviditeten og pa
sygehuset umiddelbart efter fodslen. Bernene blev fulgt prospektivt med omhyggelig registrering af
kosten, forskellige miljefaktorer og eventuelle symptomer pa allergisygdom. Ved 6, 12 og 18 méaneders
alderen samt ved mulige allergiske symptomer, blev barnene undersegt af laege (en af forfatterne), og
barnets sygehistorie og data blev registreret. Ved symptomer pé fedevareallergi blev der udfert
kontrolleret eliminations- og provokationsundersegelse. Ved 18 méneders alderen, og hvis barnet havde
allergiske symptomer, blev der udfert hudpriktest og undersegelse for specifikt IgE (allergiantistof)
mod melk, &g, jordned, birk, gres, grabynke, hund, kat, hest, husstevmider og skimmel. Den blindede
kodning af produkterne blev ferst brudt, da dataregistreringen var fuldfert og kontrolleret. Produkt A
var Nutramigen, B = Profylac og C = Nan HA.
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RESULTATER

Studie, population og data vedrerende ernaring.

I alt 595 nyfedte blev identificeret som hejrisikobern med hensyn til allergiudvikling. I 19 tilfelde
onskede foreldrene ikke at deltage, 3 var fedt preematur, og 23 nyfedte havde i lebet af de forste
levedogn faet en ukorrekt modermalkserstatning. Séledes blev i alt 550 hgjrisikobern inkluderet 1
underspgelsen, 151 fra Senderborg, 199 fra Odense, 91 fra Glostrup og 109 fra Viborg. 536 (97%) blev
underspgt ved 6 maneders alderen, 515 (94%) og 514 (93%) ved 18 maneders alderen. Kun bern som
blev efterunderseggt ved 18 maneders alderen er inkluderet i analyserne. I alt 36 bern blev ekskluderet pa
grund af mangelfuld opfyldelse af inklusionskriterier eller manglende overholdelse af de dietetiske
forskrifter. De ekskluderede bern adskilte sig ikke fra den resterende del af underseggelsesmaterialet med
hensyn til ken, allergisk disposition, fedested eller nogen af de andre miljofaktorer; sdledes gennemforte

1 alt 478 hejrisikobern undersegelsen ifelge forskrifterne. 232 bern blev ren brysternarede, 79 fik
produkt A (Nutramigen), 82 produkt B (Profylac) og 85 produkt C (Nan HA) i varierende mangde i
lobet af de forste 4 levemaneder i henhold til den oprindelige randomisering. De 4 grupper er identiske
med hensyn til allergisk disposition, navlesnors-IgE og ken (tabel 1)

Tabel 1.
Total MM A B C

n478%) n232(%) n79(%) n82(%) n85(%)
Dobbelt disp. 161 (34)  80(34) 30(38) 18(22) 33(39)
E‘,‘Skfgléd(‘fgb " 317(66)  152(66) 49(62)  64(78) 52 (61)
NS IgE median 0.50 0.50 0.41 0.50 0.50
Drenge 260(56)  125(54) 45(57)  49(60) SO (59)
Piger 200 (44) 107 (46) 34(43)  33(40) 35 (41)

MM = udelukkende modermalksernaerede

Tabel 2. Miljofaktorer hos hgj risiko-bern erneret med modermaelk (MM) sammenlignet med hgj
risiko-bern ernaret med modermelkserstatning (ME)

Total MM ME
n 478(%) n 232(%) n 246 (%)

Tobaksreog
ingen 301 (63) 168 (72)" 133 (54)
hjemme 177 (37) 64 (28)" 113 (46)
mor 102 (21) 30 (13)” 72 (29)

Pelsdyr
ingen 298 (62) 154 (66) 142 (58)
hjemme 180 (38) 76 (33)° 104 (42)
dagpleje/inst. 87 (18) 34 (IS) 53/230 (23)

Dagpleje/inst. 340 (71) 161 (69) 179 (75)
for 6 mdr. 29 IS 14
ej oplyst 10 3 7

Bolig

lejlighed 102 (22) 49 (21) 53(22)
hus 370 (78) 179 (77) 191 (78)
ej oplyst 6 4 2

Social klasse **
I 54 (11) 41 (18) 13 (S)
1 45 (9) 23 (10) 16 (9)
11 99 (21) 56 (24) 43 (18)
v 176(37) 79 (34) 97 (40)
\% 100 (21) 31(13) 69 (28)
ej oplyst 4 2 2

* MM sammenlignet med ME (A/B/C) p 0.000 Chi-square test
* MM sammenlignet med ME (A/B/C) p 0.040 Chi-square test
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Miljefaktorer fremgér af tabel 2. Rent brysternarede blev eksponeret mindre for tobaksreg,
pelsdyr i hjemmet og tilherte en hgjere social klasse end de HFA ernzrede, hvorimod de 3 HFA
grupper var identiske med hensyn til miljefaktorer.

Frekvensen af brysternzring var hgj, kun 8 (2%) blev slet ikke brysternaret, 35 (7%) blev
brysternaret for en kort periode - mindre end 1 méned - og 370 (77%) blev brysternaret mindst
3 maneder, (se tabel 3).

Tabel 3. Varighed af amning
Varighed Alle Nutramigen Profylac Nan HA
mdr. n478(%) n79 (%) n 82 (%) n 85 (%)

0 8(2) 2(2) 2(2) 4(5)
>() 470 (98) 77 (97) 80 (98) 81 (95)
>1 435 (91) 65 (79) 67 (82) 72 (85)
>2 396 (83) 52 (66) 59 (72) 54 (64)
>3 370 (77) 44 (56) 48 (59) 47 (55)
>4 319 (67) 30 (38) 35(43) 39 (46)
>5 182 (38) 16 (20) 21 (26) 20 (24)
>6 85(18) 9(11) 10 (12) 10 (12)

median 4.5 3.5 3.5 3.8

De 3 HFA grupper A, B og C var identiske med hensyn til varighed af brysternering (tabel 3).
Kun 8 bern blev ren HFA ernaret fra fodslen, og kun 11 (2%) af bernene havde féet tilskudskost
for 4 maneders alderen. I alt fik 246 af bernene HFA 1 lebet af de forste 4 méneder og i1 73
tilfeelde (30%) blev HFA introduceret i lobet af den forste leveuge og yderligere 52 (21 %) fik
HFA indenfor den forste maned. Median alderen for introduktion af HFA var 1,0 méned 1 de 3-
HFA-grupper. 62 bern fik HFA nogle fa gange, 72 fik HFA som daglig supplement til
brysternaring og 104 fik HFA som eneste ern@ring i en langere periode. De 3 HFA grupper, A,
B og C var identiske med hensyn til tidspunkt for introduktion af HFA og den givne mangde af
hypoallergen modermalkserstatning. Fast fode (tilskudskost) blev introduceret senere i gruppen
af ren brysternarede bern sammenlignet med HFA grupperne (median alder 5,0 maneder versus
4,0 méneder, p < 0,01. Der var ingen forskel mellem grupperne A, B og C.



Udvikling af allergiske symptomer
Hovedresultaterne fremgar af tabel 4 og 5.

Tabel 4. Symptomer. Kumuleret incidens 0-18 mdr. hos bern ernaret med Nutramigen,
Profylac, Nan HA eller udelukkende modermaelk (MM) i perioden fra O til 16 ugers alderen.

MM Nutramigen Profylac ~ Nan HA
n 232(%) n79 (%) n82(%) n 85(%)

Astma 21 (9.1 11(13.9) 5(6.1) 5(5.9)
Astmatisk bronkitis 50 (21.6) 27 (34.2) 29 (35.4) 30 (35.3)
Rhinoconiunctivitis 8(3.4) 4(5.1 2(2.4) 3(3.5)
Atopisk dermatitis 67 (28.9) 20 (25.3) 16 (19.5) 24 (28.2)
Urticaria 4(1.7 4(5.1) 1(1.2) 2(2.4)
Fodevare allergi a) 19 (8.2) 7 (8.9) 5(6.1) 13 (15.3)
malk 6(2.6) 2(2.5) 0 6 (7.1)*
xg 4(1.7 4(5.1) 1(1.2) 1(1.2)
fisk 2(0.9) 0] 0 1(1.2)
citrus 6(2.6) 1(1.3) 0 0
peanut 0 0 0 0
andet 11(4.7 4(5.1) 4(4.9) 7(8.2)
Atopi symptomer 1) 103 (44.4) 41 (51.9) 40 (48.8) 43 (50.6)
Atopi symptomer 2) 86 (37.1) 31(39.2) 23 (28.0) 33 (38.8)
Atopi symptomer 3) 81(34.9) 30 (38.0) 20 (24.4) 29 (34.1)

a) foraeldre rapporterede fodevarereaktioner

Atopi symptomer 1): Astma, recidiverende astmatisk bronkitis, rhinoconjunctivitis, atopisk
dermatitis, urticaria og fedevareallergi
Atopi symptomer 2): Astma, rhinoconjunctivitis, atopisk dermatitis, urticaria, fedevareallergi
Atopi symptomer 3): Astma, rhinoconjunctivitis, atopisk dermatitis, urticaria
* Nan HA vs. Nutramigen vs. Profylac: p 0.033 Fisher's Exact test
Nan HA vs. Nutramigen + Profylac: p 0.022 Fisher's Exact test
o MM vs. INE (Nan HA+ Nutramigen+Profylac): p 0.001 Chi-Square test

Rent brysternarede bern havde signifikant lavere kumulativ incidens af astmatisk bronchitis
bade ved 6, 12 og 18 maneders alderen (p 0,001). Der blev ikke fundet nogen signifikante
forskelle mellem grupperne med hensyn til forekomsten af astma, rhinoconjunctivitis og eller
atopisk dermatitis. Den kumulerede incidens af foraldrerapporteret komalksallergi var
signifikant hgjere 1 gruppe C sammenlignet med gruppe A og B bade ved 12 og ved 18 méneders
alderen (A: 2,5%, B: 0%, C: 7,1%, p 0,033). Ved 12 maneders alderen var den kumulative
incidens af foreeldrerapporteret fadevareallergi signifikant hgjere 1 gruppe C end i gruppe A og B
(A: 3,8%, B: 1,2:, C: 11,8%, p 0,009). Blandt de 125 bern som fik inkluderet HFA i kosten
indenfor de forste 4 uger, var den kumulative incidens af foraldrerapporteret fodevareallergi
signifikant hgjere 1 gruppe C end i gruppe A og B ved 12 maneders alderen, A + B: 4% (3/78)
versus C: 15% (7/47); p 0,040 og ved 18 méneders alderen A + B : 4% (3/78) versus C: 17%



(8/47); p 0,020. Gruppe A og B var identiske med hensyn til kumulative incidens af atopiske
symptomer og rapporterede fodevareallergier. Bdde med hensyn til den kumulative incidens og
punktpraevalensen af summen af atopiske symptomer var der en ikke signifikant tendens til en
hegjere forekomst i gruppe C (Nan HA), men forskellene var kun signifikante med hensyn til
fodevareallergi.

Tabel 5. Fadevare allergi. Reaktioner bekreftet ved kontrollerede eliminations / provokations
procedurer. Kumuleret incidens 0-18 mdr.

Total MM Nutramigen  Profylac Nan HA

n 478(%) n 232(%) n 79 (%) n 82(%) n 85(%)

meelk 8 (1.7) 3(1.3) 1(1.3) 0 4(4.7)
&g 6 (1.3) 3(1.3) 2(2.5) 0 0
hvede 1(2.1) 1(0.4) 0 0 0

" Nan HA sammenlignet med Nutramigen + Profylac: p 0.05 (Fisher's Exact Test)

Baseret pa kontrollerede eliminations- og provokationsundersogelser verificeredes
komalksallergi (tabel 5) hos 8/478 (1,7%); 3/232 (1,3%) hos rent brysternarede, 1/161 (0,6%) i
eHF grupperne og 4/85 (4,7%) 1 C gruppen (Nan HA), p 0,05. Alle bernene med komalksallergi
tolererede Nutramigen og/eller Profylac, men ikke Nan HA.

Konklusion

I denne prospektive dobbelt blindede, randomiserede underseggelse fandt vi, at rent
brysternarede hgjrisikobern havde en signifikant lavere kumulativ incidens af astmatisk
bronchitis sammenlignet med hejrisikobern ernaret med hypoallergen modermelkserstatning.
Imidlertid blev hgjrisikobern 1 den brysternerede gruppe ogsd mindre eksponeret for
tobaksrygning og pelsdyr, og fast fade (tilskudskost) blev ogsa introduceret senere i den
brysternarede gruppe, ligesom bernene 1 denne gruppe tilhorte en hgjere social klasse. Disse
faktorer er utvivlsomt medvirkende, 1 det mindste delvis, til den bedre forebyggende effekt i den
brysternarede gruppe. Kun fa bern udviklede verificeret komalksallergi og andre
fodevareallergier. Delvis hydrolyserede hypoallergene modermelkserstatninger synes at vaere
mindre effektive end ekstensiv hydrolyserede hypoallergene modermelkserstatninger med
hensyn til forebyggelse af fodevareallergi. Imidlertid ber resultaterne af denne undersogelse
fortolkes med forsigtighed pa grund af de det lille antal tilfelde med komaksallergi. Generelt
fandtes en lav forekomst af komelksallergi, savel i den brysternerede som i grupperne ernaret
med hypoallergen modermalkserstatning. Arsagen hertil er sandsynligvis en meget hgj frekvens
af ren brysternaring 1 undersggelsespopulationen, formentlig pé grund af ensket om optimal
allergiforebyggende effekt af langvarig brysternaring. Der var ingen forskelle med hensyn til
udvikling af luftvejsallergiske sygdomme mellem de undersogte grupper. Sammenlignet med
andre sammenlignelige studier var frekvensen af forekomsten af allergiske symptomer lav,
selvom den dietetiske forebyggelse ikke omfattede hverken maternel dizet 1 laktationsperioden
eller restriktioner for bernene efter 4 méneders alderen. Et diatetisk forebyggelsesprogram
omfattende de 4 forste leveméneder synes sufficient.
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