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ZusammenI'assung: Sfiuglingsmilehnahrung, deren Proteinbasis auf hydrolysier- 
tem Kuhmilchprotein beruht, werden derzeit als sogenannte hypoallergene Nah- 
rungen entwickelt und sind zum Tell auch erhfiltlich. Dabei soll die meist enzyma- 
tisch durchgefiibrte Eiweighydrolyse zur Abnahme der ImmunogenitLit und Aller- 
genitfit fOhren. Seren yon 31 Kontrollen, 36 Atopikern und 20 Kuhmilchallergikern 
wurden auf IgG- und IgE-AntikSrper-Bindung untersucht. Zusfitzlieh wurde 
bestimmt: Histaminfreisetzung aus basophilen Leukozyten nach Inkubation mit  
den Kuhmilchproteinen O-Lactoglobulin und Casein sowie mit einem Kuhmilch- 
protein-Hydrolysat (Molkenproteine und Caseine) bei 5 Kontrollpersonen, 10 Atopi- 
kern und 5 Kuhmilchallergikern. Eine IgG-Bindung mit Kuhmilchproteinen und 
dem Hydrolysat war in der Mehrzahl der Seren feststellbar. Eine IgE-Bindung lieB 
sich nur bei 5 der 10 Kuhmilchallergiker belegen, obwohl in allen Seren spezifische 
IgE-AntikSrper gegen Kuhmilchproteine nachzuweisen waren. Histaminfrei- 
setzung dutch das Kuhmilchprotein-Hydrolysat  wurde bei 5 Atopikern und 
2 Kuhmilchallergikern hervorgerufen. Vergliehen mit dem Ausgangsprodukt  Kuh- 
milch zeigt das Hydrolysat eine herabgesetzte, aber teilweise erhaltene antigene/ 
allergene Potenz. 

Summary: Recently hydrolyzed cow milk proteins have been introduced for the 
production of infant formulas and are available as hypoallergenic infant formulas. 
To achieve a decrease in antigenicity and allergenicity a protein hydrolysis (mostly 
enzymatic) is performed. Sera of different groups were tested for IgG and IgE 
antibody-binding: 31 controls, 36 atopic children, and 20 children with cow milk 
protein allergy. Histamine release from basophil leucocytes after incubation with 
the cow milk proteins ~-lactoglobuline and casein, as with the cow milk protein 
hydrolysate, was determined additionally for five control, 10 atopie, and five cow 
milk allergic children. IgG binding to cow milk protein and to the hydrolysate was 
found in the majority of the sera tested. IgE binding was detectable in sera of only 
five of the 10 cow milk allergic children, despite detection of specific IgE-antibodies 
against cow milk proteins in all sera. Histamine release by the cow milk hydrolysate 
was observed for five atopie and two cow milk allergic children. The cow milk 
hydrolysate demonstrated a decreased but partially conserved antigenic/allergenic 
potency compared with cow milk proteins. 

SchlOsselwbrter: Kuhmilchprotein,  Hydrolysat, Immunoglobulinbindung,  Hist- 
aminfreisetzung, hypoallergene Nahrung 

Key words: cow milk protein, hydrolysate, immunoglobul in  binding, histamine 
release, hypoallergenic nutrition 
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Einleitung 

Die ph~notyp ische  Express ion  IgE-vermit tel ter  allergiseher Erkrankun-  
gen wird dureh Vererbungs-  und  Umwel t fak toren  bes t immt  (11, 19). Unter  
letzteren haben  Nahrungsmit te l -  und  Inhalat ions-Allergenexposi t ionen,  
Virusinfekt ionen und  andere  Faktoren,  wie z.B. inhalierte unspezif ische 
Luftschadstoffe ,  eine groBe Bedeu tung  (1, 2, 20). Da es nieht  m6gl ich ist, 
den geno typ i schen  Faktor  zu modifizieren, konzent r ie r ten  sich Versuche  
zur S e n k u n g  der Atopief requenz  auf  die Vermeidung  von  Umweltal lerge- 
nen (6, 17). Die ersten L e b e n s w o c h e n  haben  fiir die Express ion  allergi- 
scher E rk rankungen  eine besondere  Bedeutung,  da sowohl  die Schleim- 
haut  a]s auch das I m m u n s y s t e m  des Neugeborenen  bzw. des jungen  
Sfiuglings fiir Umwel t fak toren  eine besondere  Empfindl ichkei t  aufweisen 
(3, 10, 14). Prgvent ive  MaBnahmen sollen deshalb zu einem mSglichst  
frOhen Ze i tpunkt  einsetzen und  erseheinen besonders  bei S~iuglingen mit  
a topischer  Disposit ion gerechtfertigt .  

Neben  MaBnahmen wie Verl~ingerung der Stillzeit, versp~teter  Gabe 
yon Beikost  k6nnte  unter  anderem die EinfOhrung hypoal lergener  Kost  in 
die Siiuglingsern~ihrung eine M6glichkeit  zur Reduzie rung  der Allergen- 
exposi t ion und  somit  eventuell  zur Atop ieprophylaxe  darstellen. Vor  Ein- 
satz der durch  enzymat i sche  Spa l tung  und  thermische  Behand lung  modi-  
fizierten Kuhmi lchpro te ine  (8, 9) in der S~uglingsern~ihrung sollte j edoch  
eine Oberprf i fung der reduzier ten immuno log i schen  und  al lergologischen 
Eigenschaf ten  erfolgen. 

Zie] dieser Un te r suchung  ist die Beur te i lung der Immunogen i t~ t  und  
Allergenitiit eines neu entwickel ten Kuhmi lchpro te in-Hydro lysa tes  im 
Vergleich zu bekann ten  Kuhmilcha l le rgenen  wie Casein und  ~-Lactoglo- 
bulin. Durch  B e s t i m m u n g  spezifischer IgG- und  IgE-Ant ikSrper  und  
His taminfre ise tzung aus basophi len Leukozy ten  sol]en ggf. verb le ibende  
ant igene Eigenschaf ten  des Kuhmi lchpro te in-Hydro lysa tes  sowie die 
Kreuzreaktivit~t  yon  Hydrolysa t  und  Kuhmilcha l le rgenen  festgestellt  
werden.  Getestet  wurden  Seren bzw. Vollblut  yon  Normalprobanden ,  
Atopikern  und  Kuhmilchal lergikern.  

Patienten und Methoden 

Patienten 

Es wurden Seren yon insgesarnt 31 gesunden Probanden (11 Erwaehsene im Alter 
von 18-46 Jahren, 10 Kinder von 7-15 Jahren und 10 Kinder zwisehen 3 und 6 
Jahren) untersueht. Die Atopieanamnese dieser Probanden war unauff~llig und der 
Gesamt-IgE-Gehalt des Serums normal 

Die Gruppe der Atopiker umfal3te 36 Patienten (10 Erwaehsene im Alter yon 
20-36 Jahren, 10 Kinder yon 7-15 Jahren, 9 Kinder zwisehen 3 und 6 Jahren und 7 
Kinder von 12 Monaten bis 2 Jahren). Alle Probanden waren durch einen Gesamt- 
IgE-Gehalt im Serum yon fiber 1000 kU/1 und den Naehweis spezifischer IgE- 
Antikbrper auf diverse Allergene sowie Sensibilisierungen im Hauttest charakteri- 
siert. 

Darfiber hinaus wurden 10 Kuhmilehallergiker (1 Erwachsener, 2 Kleinkinder 
und 7 S~uglinge) untersueht, die neben einer eindeutigen Anamnese eine positive 
kutane Testung, den Naehweis spezifiseher, gegen eines oder mehrere Kuhmileh- 
proteine geriehteter IgE-Antik6rper sowie eindeutige mukokutane und teilweise 
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gastrointestinale Sofortreaktionen im klinisehen Allergen-Expositionstest auf- 
wiesen. 

Alle Probanden waren entweder Patienten der UniversitSts-Kinderklinik Frei- 
burg oder freiwillige Teilnehmer. 

Ma terialien 

Das benutzte experimentelle Kuhmilehprotein-Hydrolysat  bestand aus einem 
Molkenprotein-Casein-Hydrolysat-Gemiseh, und die enzymatiseh gewonnenen 
Peptide hatten Molekulargewichtsgr613en v o n <  10 000, die dureh eine besehriebene 
FPLC-Methode (18) best immt wurden. Es wurde eine speziell hergestellte adap- 
tierte S~uglingsmilehnahrung (Herstellung: Milupa AG, FriedriehsdorD benutzt, 
die dieses Hydrolysat enthielt. Die Kuhmilehproteine Casein und I~-Lactoglobulin 
for die Allergie-Hautteste und die Best immung spezifiseher IgG-Antik6rper wur- 
den bei Sigma (Mfinehen) erworben. Weitere Erwerbsquellen sind im Methodenteil  
angegeben. 

Best immung spezifischer IffG-Antikbrper 

Zur Messung der spezifischen IgO-Antikbrper wurde ein Enzym-Immuntes t  
(ELISA) angewendet. 

Eine in Vorversuchen best immte optimale Ant igenmenge yon 0,02 mg/ml wurde 
in gelbstem Zustand in die Mikrotiterplatte fibertragen. Die hnmobil is ierung des 
Antigens an die Mikrotiterplatte erfolgte bei 4 ~ w~hrend 24 Stunden. Die Patien- 
tenseren wurden 1:25 bis 1:1600 verdfinnt. Pro Reaktionseinheit  der Mikrotiter- 
platte wurden 50 ~l Serumverdfinnung einpipettiert. Naeh 60minfitiger Inkubation 
der Serumverdflnnung mit dem auf der Mikrotiterplatte immobilisierten Antigen 
wurde der Oberstand durch drei Waschvorg~nge mit Phosphatpuffer pH 7,4 ent- 
t'ernt. Ansehliei3end eriblgte die Zugabe yon verdtinntem Peroxidase-markie~%em 
Anti-Human-IgG-Globulin (Firma Dakopatts, Hamburg), 1:1000 in isotonischem 
Phosphatpuffer verdOnnt, vom Kaninchen. Nach erneutem Waschvorgang wurden 
die Komplexe aus immobilisiertem Antigen, humanspezif ischem IgG-Antikbrper 
und enzymmarkiertem Anti-Human-IgG-Antik6rper durch Zugabe yon o-Pheny- 
lendiamin und H202 sichtbar gemaeht. Die im letzten Schritt  enzymatiseh bewirkte 
Farbreaktion wurde nach 10 Minuten mit Sehwefels~ure gestoppt (16). Die Sti~rke 
der Farbreaktion wurde durch Messung der optischen Absorption bei 492 nm 
photornetrisch bestimmt. Zur Prfifung der Spezifit~t der Antigen-Antik6rper-Bin- 
dung wurden die Patientenseren jeweils eine Stunde mit den entsprechenden 
Antigenen vorinkubiert  und die resultierende Inhibition der Bindungsreaktion 
bestimmt. 

Zum Naehweis der Spezifit~t der festgestellten Antigen-Antik6rper-Bindung und 
der Kreuzreaktivit~it beider Antigene wurden Inhibit ionsversuehe im ELISA- 
(Bestimmung spezifischer IgG-Antik6rper) bzw. RAST-System (Bestimmung spe- 
zifischer IgE-Antik6rper) durehgeffihrt. Alle Untersuchungen wurden in Doppelbe- 
s t immung durehgeffihrt. Zur Vermeidung falseh positiver/negativer Ergebnisse 
wurden an jedem Untersuchungstag Kontrollproben mitgeffihrt. 

Bes t immung der spezifischen IgE-Antiki~rper 

Die Messung der spezifischen IgE-Antikbrper erfolgte mit dem RAST-Verfahren 
(Pharmacia, Uppsala). Die Kopplung des zu untersuchenden Kuhmilchprotein- 
Hydrolysates an die RAST-Scheibe wurde yon Pharmacia, Uppsala, Schweden, 
durchgefflhrt. 

HistaminD'eisetzung aus basophilen Leukozyten 

Die Histaminfreisetzung aus basophilen Leukozyten wurde im Vollblut unter- 
sucht. Hierzu wurden 2 ml Vollblut im Verh~iltnis 1:1 mit einem isotonisehen 
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Phosphatpuffer (pH 7,4) verd~innt. Anschliel3end erfolgte die Zugabe yon ebenfalls 
im Phosphatpuffer gelSstem Kuhmilcbprotein-Hydrolysat in 4 verschiedenen Kon- 
zentrationen (10 ng/ml, 100 ng/ml, 1 ~tg/ml, 10 [tg/ml). 

Naeh 30minfltiger Inkubation bei 37 ~ im Wasserbad wurde die Reaktion durch 
eine Zentrifugation rnit 1000 x g iiber 5 Minuten bei 4 ~ abgestoppt, 

Zur Bestimmung der Spontanfreisetzung wurde Antigen durch die gleiche 
Menge Puffer ersetzt. Die Messung des Tota]-Histamingehaltes wurde durch Erset- 
zen des Antigens durch Puffer und anschlieBendes Erhitzen des Gemisches w~ih- 
rend 10 Minuten auf 100~ durchgefiihrt. Die durch das Hydrolysat freigesetzten 
absoluten und relativen Histaminmengen wurden durch den Anteil der Spontan- 
freisetzung korrigiert und als % des Gesamt-Histamingehaltes angegeben. Die 
Histaminbestimmung erfolgte mit dem yon Shaff und Beaven (12) beschriebenen 
und nach Fuhr und Kownatzki (4) modifizierten Einzelisotopen-Radioenzymassay. 
Hierbei wird eine mit Tritium markierte Methylgruppe yon S-Adenosylmethionin 
dutch Histaminrnethyltransferase auf Histamin fibertragen. Die Menge des Chloro- 
form-extrahierbaren radioaktiven Methylhistamins entspricht der Menge des ein- 
gesetzten Histamins. Die Umrechnung erfolgt mit Hilfe einer Eichkmwe. 

Statistik 

Zum Vergleich der Kuhmilchprotein-Hydrolysat-spezifisehen IgG-Spiegel bei 
Kontrollpersonen, Atopikern und Kuhmilchallergikern in versehiedenen Altersstu- 
fen wurde der Wilcoxon-Rank-Test angewendet. 

Resultate 

1 I m m u n o l o g i s c h e  Kreuzreakt ivi t~t  yon [~-Lactog'lobulin und  Kuhmi lch -  
pro tein-Hydrolysa t 

In Refe renzse ren  mi t  b e k a n n t e m  Geha l t  an I~-Lactoglobulin-spezifi-  
schen  I g G - A n t i k S r p e r n  w u r d e  de ren  B i n d u n g  d u t c h  V o r i n k u b a t i o n  mi t  
d e m  i d e n t i s c h e n  An t igen  um 85 % inhibier t .  D u t c h  V o r i n k u b a t i o n  der  
Seren  mi t  d e m  K u h m i l c h p r o t e i n - H y d r o l y s a t  in e inem e n t s p r e c h e n d e n  
Reak t i onsansa t z  w u r d e  ke ine  Inh ib i t i on  b e o b a e h t e t  (Abb. 1A). Die  Spezi-  
fit~it de r  B i n d u n g  der  I g E - A n t i k 6 r p e r  an das  an der  R A S T - S c h e i b e  gekop-  
pe l te  K u h m i l c h p r o t e i n - H y d r o l y s a t  w u r d e  du rch  Inh ib i t i on  mi t  Hydro ly -  
sat  bzw. rnit  [~-Lactoglobulin als F r e m d a n t i g e n  getestet .  Die  Ant igen-  
A n t i k S r p e r - B i n d u n g  war  zu 83 % durch  H y d r o l y s a t  und  24 % durch  ~- 
Lac tog lobu l i n  i n h i b i e r b a r  (Abb, 1B). Eine die B i ndungs f ~ h i gke i t  de r  IgE- 
A n t i k S r p e r  be t re f fende  s chwach  a u s g e b i l d e t e  Kreuzreaktivi t~t  yon  I~-Lac- 
tog lobu l in  und  d e m  untersuchten  K u h m i l c h p r o t e i n - H y d r o l y s a t  e r sche in t  
somi t  wahrsche in l i ch .  H ingegen  zeigen I~-Lactoglobul in-spezif ische IgG-  
A n t i k h r p e r  fiir 13-Lactoglobulin eine E r k e n n u n g  spez i f i scher  Epi tope ,  die  
im H y d r o l y s a t  n ich t  m e h r  n a c h w e i s b a r  sind. 

2 B e s t i m m u n g  der spezil'ischen IgO-Antikf irper 

Die B e s t i m m u n g  der  spez i f i schen  I g O - A n t i k S r p e r  gegen  H y d r o l y s a t  
w u r d e  bei i n sgesamt  77 P r o b a n d e n  v o r g e n o m m e n .  Die  genaue  Ver te i lung  
der  T i te r s tu fen  in den  v e r s c h i e d e n e n  P r o b a n d e n g r u p p e n  geht  aus Abbi l -  
dung  2 hervor.  Un te r  Ber~icks icht igung al ler  T i t e r s tu fen  waren  in de r  
G r u p p e  der  N o r m a l p r o b a n d e n  bei  17 yon  31 P r o b a n d e n  (54 %) IgG-Ant i -  
kSrper  gegen  H y d r o l y s a t  (Abb. 2A) fes ts te l lbar .  Die  ge r ings ten  Konzen t ra -  
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Abb. 1. Inh ib i t ion  der  IgG-(A) bzw. IgE-(B)Ant ik6rperb indung.  Mit  d e m  immobi l i -  
s ierten Kuhmi lchpro t e in -Hydro lysa t  w e r d e n  Seren  zusammengeb rach t ,  die mi t  
un te r sch ied l i chen  Mengen  (x-Achse) yon Hydro lysa t  oder  ~-Lactoglobul in  vor inku-  
bier t  wurden.  Die dadurch  e rzeugte  B i n d u n g s r e d u k t i o n  wird in P rozen t  der  n ich t  
inh ib ier ten  B i n d u n g  angegeben.  

t i o n e n  s p e z i f i s c h e r  I g G - A n t i k S r p e r  g e g e n  d a s  H y d r o l y s a t  f a n d e n  s i c h  in  
d i e s e r  G r u p p e ;  d i e  h 6 c h s t e  e r r e i c h t e  T i t e r s t u f e  w a r  100. B e i  21 v o n  36 
A t o p i k e r n  (58 %) t h n d e n  s i c h  H y d r o l y s a t - s p e z i f i s c h e  I g G - A n t i k 6 r p e r  m i t  
m a x i m a l e n  T i t e r s t u f e n  v o n  200 b z w .  400 ( A b b .  2B). D e r  h 6 e h s t e  A n t e i l  a n  
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Abb. 2. B e s t i m m u n g  Kuhmi lch-Hydro lysa t - spez i f i scher  IgG-Ant ik6rper  bei  Nor- 
m a l p r o b a n d e n  (A, n = 31), Atop ikern  (B, n = 36) und  Kuhmi l cha l l e rg ike rn  (C, n = 10) 
ve r sch i edene r  Altersstufen.  
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Seren mi t  pos i t i vem Naehwei s  Hydro lysa t - spez i f i scher  An t ik6 rpe r  w u r d e  
bet Kuhmi l eha l l e rg ike rn  (8 yon  10 Pa t ien ten ,  80 %) gemessen .  Die Ver teb  
lung der  Ti te rs tufen  der  spezi f i sehen IgG-An t ik6 rpe r  zeigt ke ine  stati- 
st iseh s ignif ikant  h6here  Konzen t ra t ion  im Vergle ieh  zu den  G r u p p e n  der  
N o r m a l p r o b a n d e n  und  Atop ike r  (Abb. 2C), wobe i  zu b e m e r k e n  ist, da6 in 
der G r u p p e  2C nur  10 Kinde r  mi t  Kuhmi leha l l e rg ie  un t e r sueh t  wurden .  
Dami t  ist letztere G r u p p e  relat iv klein, u n d  somi t  k6nne  diese Fallzahl, im 
Vergleieh mi t  den ande ren  Gruppen ,  Ursaehe  fiir die feh lende  Signif ikanz 
der  Un te r seh i ede  sein. In  ke iner  der  ge tes te ten  G r u p p e n  fand sieh eine 
Abhi ingigkei t  des  Naehwe i ses  Hydro lysa t - spez i f i seher  An t ik6 rpe r  yon  der  
Al tersklasse  der  P r o b a n d e n .  

3 B e s t i m m u n g  der  spezifi 'schen IgE-An t i kdrper  

U n t e r s u c h t  w u r d e n  alle oben  aufgef~hr ten  Seren,  bet  denen  die Bes t im-  
m u n g  der  spezi f i schen IgG-An t i k6 rpe r  durehgef t ih r t  wurde.  Gegen  das 
Hydro ly sa t  ger ieh te te  IgE-Ant ik6 rpe r  k o n n t e n  bet k e i n e m  der  ge tes te ten  
N o r m a l p e r s o n e n  bzw. Atop ike rn  ge funden  werden .  In  allen Seren  der  
u n t e r s u e h t e n  Kuhmi leha l l e rg ike r  (Abb. 3) f anden  sieh [~-Laetoglobulin- 
spezif isehe IgE-Ant ik6 rpe r  der  RAST-Klasse  1 4  als A u s d r u e k  der  vor- 
h a n d e n e n  Sensibi l is ierung.  D e m g e g e n f i b e r  waren  Hydro lysa t - spez i f i sehe  
IgE-Ant ik6 rpe r  in dieser  G r u p p e  nur  bet 5 Pa t i en ten  naehweisbar ,  die 
Konzen t ra t ion  der  Hydro lysa t - spez i f i sehen  IgE-Ant ikSrpe r  lag jeweils  1 
bis 2 RAST-Klassen  un te r  der  der  I~-Laetoglobulin-spezif ischen IgE-Anti-  
k6rper .  

4 His tamins  aus basophilen L e u k o z y t e n  

Die HistaminfYeisetzung aus  basoph i l en  L e u k o z y t e n  wurde  bet  5 Nor-  
m a l p r o b a n d e n ,  i0 A top ike rn  u n d  5 Kuhmi l cha l l e rg ike rn  durchgef~hr t ,  
die jeweils  aus  den  oben  b e s c h r i e b e n e n  P r o b a n d e n g r u p p e n  rekru t ie r t  
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Abb. 3. Vergleich des Hfiufigkeitsnachweises von [3-Lactoglobulin- und Hydrolysat- 
spezifischen IgE-Antik6rpern bet 10 Kuhmilehallergikern. 
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Tab. 1. Hydrolysat- (HYD.), Kasein- (KAS.) und I%Lactoglobulin- (LAK) induzierte 
maximale Histaminfreisetzung aus dem Vollblut bei Normaten, Atopikern und 
Kuhmilchallergikern (Angabe in % der Gesamtmenge an Histamin). 

Antigen Histaminfl'eisetzung (%) 

0-5 6-10 > 10 

Normale n= 5 (Hyd.) 5 
Atopiker n = 10 (Hyd.) 5 5 
Kuhmilchallergiker n= 5 (Hyd.) 3 1 1 
Kuhmilchallergiker n= 5 (Kas.) 2 0 3 
Kuhmilchallergiker n=  5 (Lak.) 2 1 2 

wurden .  Unter  20 mi t  d e m  Hi s t amin f r e i s e t zun gs t e s t  u n t e r s u c h t e n  Pro-  
b a n d e n  fand sich in 6 Ffil len (5 Atop iker ,  1 Kuhmi]cha] le rg ike r )  e ine  
schwache  (6-10 % des  To ta l -His t amingeha l t e s )  u n d  in e inem Fa l l  e ine  
s ta rke  (34 %) Hydro ly sa t - i nduz i e r t e  H i s t a m i n a u s s c h t i t t u n g  (Tab. 1). 

Z u m  A u s s c h l u g  falsch nega t ive r  R e a k t i o n e n  w u r d e n  al]e Zel len  von 
K u h m i l c h a l l e r g i k e r n  ebenfa l l s  du rch  A n t i - I g E - A n t i k S r p e r  s t imul ier t ,  da  
in ca. 15 % oder  unse l ek t i e r t en  P r o b a n d e n  ke ine  IgE- induz ie r t e  His tamin-  
f re ise tzung zu erz ie len  ist  (13). Die  F r e i s e t z u n g s w e r t e  waren  in u n s e r e m  
P r o b a n d e n g u t  18-71% des  To ta lh i s t amins .  Bei al len ge t e s t e t en  Kuh-  
mi lcha l l e rg ike rn  fand sieh e ine  e indeu t ige  Casein- bzw. I$-Lactoglobulin- 
induzier te  H i s t a m i n f r e i s e t z u n g  mi t  m i n d e s t e n s  e inem der  b e i d e n  Anti-  
gene im K o n z e n t r a t i o n s b e r e i c h  von 10 ng/ml bis  10 pg/ml (Abb. 4, Dars te l -  
lung der  Mitte]werte).  Der  Bere ich  der  H i s t amin f r e i s e t zung  be t rug  1-59 % 
mi t  Casein bzw. 3-69 % mit  13-Lactoglobulin. Der  Verg le ich  der  Casein-  
und  I$-Lactog]obulin- mi t  der  H y d r o l y s a t - i n d u z i e r t e n  H i s t amin f r e i s e t zung  
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Abb. 4. Vergleich von Kasein-, [3-Lactoglobulin- und Hydrolysat-induzierter Hist- 
aminfreisetzung bei 5 Kuhmilchallergikern. Angegeben wurde jeweils der Mittel- 
wert aus 5 Bestimmuagen. 
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zeigt bei allen Pa t i en ten  ger ingere  F re i se t zungswer te  mi t  d e m  Kuhmi l eh -  
p ro te in -Hydro lysa t  (Bereich 0-34 %) bei allen ge tes te ten  Ant igenkonzen-  
trat ionen.  

Diskussion 

Als Reak t ion  auf  den  K o n t a k t  mi t  i m m u n o g e n e n  Subs t anzen  bi ldet  das  
I r n m u n s y s t e m  des Mens chen  in sbesonde re  spezif ische I m m u n g l o b u l i n e  
yore  IgG-Typ .  Spezi f ische  IgG-Ant ikSrpe r  k 6 n n e n  dahe r  als Marker  ffir 
die i m m u n o l o g i s c h e  Ause inande r se t zung  mi t  An t igenen  be t r ach te t  wer-  
den. In  d e m  yon  uns  u n t e r s u c h t e n  P r o b a n d e n g u t  lieB sich in 46 yon 77 
Ffillen der  Nachweis  spezif ischer  IgG-Ant ik6 rpe r  gegen  das ge tes te te  
K u h m i l c h p r o t e i n - H y d r o l y s a t  Kihren. Sta t is t isch s igni f ikante  Unter-  
schiede  zwischen  den  drei un t e r such t en  G r u p p e n  bzw. eine Abhf ingigkei t  
der  Ti te rhShe der  spezi f ischen IgG-An t i k6 rpe r  v o m  Alter  der  P r o b a n d e n  
fanden  sich nicht.  Aus  den  darges te l ] ten  E rgebn i s sen  mul3 auf  eine 
Res t immunogen i t f i t  des  K u h m i l c h p r o t e i n - H y d r o l y s a t e s  gesch lossen  wer-  
den, da  in 60 % der u n t e r s u c h t e n  Seren  spezif ische IgG-Ant ik6 rpe r  gefun-  
den  wurden .  Darf iber  h inaus  deu te t  die feh lende  Inh ib i e rba rke i t  der  IgG-  
An t ik6 rpe r -Hydro ly sa t -B indung  selbst  durch  hohe  [3-Lactoglobulin-Kon- 
zen t ra t ionen  auf  eventue l l  neu  aufge t re tene  ant igene  E igenschaf t en  des 
K u h m i l c h p r o t e i n - H y d r o l y s a t e s  hin. Walker  (21) berichtet ,  dab im S e r u m  
yon  Tieren,  die mi t  un te r sch ied l i chen  Pro te inen  geffi t tert  wurden ,  ein 
S p e k t r u m  yon  nieder-,  intermedifir-  u n d  h 6 h e r m o l e k u l a r e n  Pro te inf rag-  
m e n t e n  ge funden  wurde ,  j edoch  nu r  sehr  kleine Mengen  des na t iven  
Proteins .  Eine Modif iz ierung der  an t igenen  E igenscha f t en  dureh  die 
hydro ly t i sche  P rozess i e rung  des Aus gangs p roduk t e s ,  fihnlich wie  bei der  
natf ir l ichen Verdauung ,  ist daher  vors te] lbar  (7, 15). D e s w e g e n  k a n n  ange- 
n o m m e n  werden ,  dab  die An t i k6 rpe rb i l dung  bei den  H y d r o l y s a t e n  fihn- 
lich ab laufen  k a n n  wie  bei den  in tak ten  Pro te inen .  Inwiewe i t  neue  Spezi- 
fit~ten der  Ant igene  (neue Epi tope)  auf t re ten  k6nnen ,  gegen  die andere  
An t ik6 rpe r  gebi ldet  werden ,  mut t  in wei te ren  Un te r suchungen ,  m6gli-  
cherweise  t i e rexper imente l l ,  geklSrt  werden.  

Die U n t e r s u c h u n g  der  IgE-Ant ikSrper -Bindungsf / ih igke i t  des Kuh-  
mi lchpro te in -Hydro lysa t s  ist auf  G r u n d  der  B e d e u t u n g  des I m m u n g l o b u -  
lins E als Mitt ler der  a l lergischen Sofor t reak t ion  yon  b e s o n d e r e m  Inter-  
esse. Weder  bei N o r m a l p r o b a n d e n  noch  in dieser  G r u p p e  der  Atop ike r  
w u r d e n  IgE-Ant ik6 rpe r  gegen  H y d r o l y s a t  nachgewiesen .  Bei  10 Kuh-  
mi leha l le rg ikern  fanden  sich in 5 Ffillen Hydro lysa t - spez i f i sche  Ant ik6r-  
per, j edoch  bei allen Pa t i en ten  der  Nachweis  von 13-Lactoglobulin-spezifi- 
schen IgE-Ant ik6rpern .  Dieser  Nachweis  einer  v e r m i n d e r t e n  IgE-Anti-  
kSrper -Bindungsf f ih igkei t  des Hydro lysa t e s  s teht  im Gegensa tz  zur Unter -  
suchung  yon H a d d a d  (5), der  fiber hfiufigeres Auf t re ten  yon  IgE-Ant ik6r-  
pe rn  gegen  prozess ie r te  Kuhmi lchpro te in -Al l e rgene  im Vergle ich  zu den  
nat iven Pro te inen  bei Kuhmi lcha l ]e rg ike rn  mi t  Sofo r t r eak t ionen  be- 
richter. 

Durch  die t t i s t aminf re i se t zung  aus basoph i l en  L e u k o z y t e n  wird  nicht  
nur  die Pr~isenz Ant igen-spez i f i scher  IgE-Ant ik6rpe r  auf  der  Ze l lmem-  
b ran  nachgewiesen ,  sondern  es we rden  in d i e sem Ver fahren  auch  zellu- 
l fire P a t h o m e c h a n i s m e n  der  a l lergischen Reak t ion  berf icksicht igt .  In  Ana- 
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logie zu den Ergebnissen  der Un te r suchung  der Bindungsfi ihigkei t  yon  
IgE-Ant ikSrpern  zeigte sich bei den Norma lp robanden  und  bei der H~ilfte 
der Atopiker  keine His taminfre ise tzung durch  das Kuhmilchpro te in-  
Hydrolysat .  Da bei diesen P robanden  keine Hydrolysat-spezif ischen IgE- 
Ant ik6rper  nachweisbar  waren, war  ebenfalls nicht  mit  einer IgE-indu- 
zierten Histaminfreisetzung zu rechnen.  Die bei ftinf Atopikern  aufgetre- 
tene Histaminfreisetzung von 6-10% kann  auf  nicht  immunolog i sch  
bedingter  Zellaktivierung sowie auf  einer durch  die IgE-Antik6rper-  
B e s t i m m u n g  nicht  erfaiiten al lergenen Potenz  des Hydrolysa tes  beruhen.  
Der anste igende Verlauf der Hydrolysa t -His tamin-Fre ise tzung im oberen 
Konzentra t ionsbere ich  k6nnte  auch  als beg innende  zytotoxische,  osmo- 
tisch verursachte,  nicht  IgE-vermit tel te  Mediatorfreisetzung gedeute t  
werden.  Demgegent iber  wiesen alle der Kuhmilchal lergiker  eine eindeu- 
tige Histaminfreisetzung mit  mindes tens  e inem der beiden Kuhmilch-,  I~- 
Lactoglobulin-  und  Casein-Allergene auf. Insgesamt  zeigt aber der Ver- 
gleich mit  dem Kuhmi lchpro te in-Hydro lysa t  sowoh] in der Anzahl  der 
posit iven Teste als auch im Ausmal3 der His taminfre ise tzung Unter- 
schiede im Sinne einer Reduk t ion  der al lergenen Potenz  des Hydroly-  
sates. 

Nach den vorl iegenden Ergebnissen  weist  das un te r such te  Kuhmilch-  
protein-Hydrolysat  eine spezifische Bindungsfi ihigkei t  mit  h u m a n e n  
Serum-IgG-Ant ik6rpern  und  damit  wahrscheinl ich  auch eine i rnmuno- 
gene Potenz  auf. Ein Vergleich des Kuhmi lchpro te in-Hydro lysa tes  mit  
den beiden bekannten  Kuhmilcha l le rgenen  Casein und  13-Lactoglobulin in 
der Gruppe  der Kuhmilchal lergiker  deute t  sowohl  bet reffend der IgE- 
Antik6rper-Bindungsfi ihigkei t  als auch der ant igeninduzier ten Histamin- 
freisetzung auf  eine reduzierte, j edoch  weiterhin nachweisbare  allergene 
Potenz  hin. Zur  Herstel lung yon S~iuglingsnahrungen ohne sensibilisie- 
rende Eigenschaf ten sollte versucht  werden,  die ant igenen Eigenschaf ten  
des Ausgangsproduk tes  wei tgehend aufzuheben.  

Literatur  

1. Berciano FA, Crespo M, Bao CG, Alvarez FV (1987) Serum levels of total IgE in 
non-allergic children. Allergy 42:276-283 

2. Bj6rksten F, Suoniemi I (1981) Time and intensity of first pollen contacts and 
risk of subsequent pollen allergies. Acta reed scand 209:299-303 

3. Eastham E J, Lichauco T, Grady MI, Walker AW (1978) Antigenicity of infant 
formulas: Role of immature intestine on protein permeability. J Pediatr 
93:561-564 

4. Fuhr N, Kownatzki E (1986) Inhibition of rat kidney histamine-N-methyl- 
transferase by biogenic amines. Pharmacology 32:114 

5. Haddad ZH, Kalra V, Verma S (1979) IgE-antibodies to peptic and peptic-tryptic 
digests of 13-1actoglobulin: significance in food hypersensitivity. Ann Allergy 
42:368-371 

6. Hattevig G, Kjellman B, Sigurs N, BjSrksten B, Kjellman NIM (1989) Effect of 
maternal avoidance of eggs, cow's milk and fish during lactation upon allergic 
manifestations in infants. Clinical and Experimental Allergy 19:27-32 

7. Heppel LM, Sissons JW, Pedersen HE (1987) A comparison of the antigenicity 
of soya-bean-based infant formulas. Br J Nutr 50:393~t03 



Stephan u.a., Immunogenit~t und Allergenit~t 121 

8. Jost  R, Monti JC, Pahud J J  (1987) Whey protein allergenicity and its reduction 
by technological means. Food Technology 41:118-121 

9. Pahud J J, Monti JC, Jost  R (1985) Allergenicity of whey proteins: Its modifica- 
tion by tryptic in-vitro hydrolysis of the protein. J Pediatr  Gastroenterol Nutr 
4:408 

10. Savilahti E, Salmenper/i L, Tainio VM, Hahne H, Perheentupa J, Slimes A (1987) 
Prolonged exclusive breast-feeding results in low serum concentrations of 
immunoglobin G, A and M. Acta paediat scand 76:1-6 

11. Sears MR, Chow CM, Morseth DJ (1980) Serum total IgE in normal subjects and 
the influence of a familiar history of allergy. Clin Allergy 10:423-431 

12. Shaft  RE, Beaven MA (1974) Increased sensitivity of the enzymatic isotopic 
assay of histamine: Measurement  of histamine in plasma and serum. Analyt 
Biochem 94:425-430 

13. Sobotka AK, Dembo M, Goldstein B, Lichtenstein LM (1979) Antigen-specific 
desensitization of human basophils. J Immunol  122:511-517 

14. Strobel S (1988) Developmental  aspects of food allergy. In: Reinhardt  D, 
Schmidt  E (eds) Food Allergy. Raven Press, Nestle Nutrition 17:99-115 

15. Udall JN (1989) Serum antibodies to exogenous proteins: The significance? 
J Pediatr Gastroenterol Nutr 8:145-147 

16. Urbanek R, Kemeny MD (1988) IgG and IgG subclasses response to dietary 
antigens in patients with immediate  and nonimmediate  food allergy. In: 
Reinhardt  D, Schmidt  E (eds) Food Allergy. Raven Press, Nestle Nutrition 
17:71-79 

17. Zeiger RS, Heller S, Mellon M, O'Conner R, Hamburger  RN (1986) Effectiveness 
of dietary manipulation in the prevention of food allergy in infants. J Allergy 
Clin Immunol  78:224-228 

18. Georgi G, Sawatzki G (1989) Molecular weight determination of protein hy- 
drolysates (FPLC). In: Barth CA, Schl imme E (eds) Milk Proteins. Steinkopff  
Verlag Darmstadt, S 238-241 

19. Rowntree S, Cogswell J J, Platts-Mills TAE, Mitchel EB (1985) Development  of 
IgE and IgE-antibodies to food and inhalatant allergens in children at riks of 
allergic disease. Arch Dis Child 60:727-735 

20. Mitchell EA (1983) Increasing prevalence of asthma in children. N Z med J 
96:463 

21. Walker WA (1988) Transmucosal Passage of Antigens. In: Reinhardt D, Schmidt  
E (eds) Food Allergy. Raven Press, Nestle Nutrition 17:15-34 

Eingegangen 18. September  1989 

Ftir die Verfasser: 

Prof. Dr. R. Urbanek, Universit~ts-Kinderklinik, MathildenstrafSe 1, D-7800 
Freiburg i. Br. 


