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I. Kurze Darstellung

1. Urspriingliche Aufgabenstellung sowie der wissenschaftliche und technische

Stand an den angekniipft wurde

Das AllergenPro Projekt befasst sich mit der Rolle von Insekten als potentiell neues
Nahrungsmittelallergen. Auch in Deutschland sind erste Insektenprodukte auf dem Markt.
Zurzeit werden verschiedene Insektenproduktkategorien bzw. —produkte zur Zulassung als
Lebensmittel im europaweit harmonisierten Antragsverfahren vorbereitet. Zusatzlich sind fur
Futtermittel noch die Hausfliege (Musca domestica), sowie eine Grillenart (Gryllus assimilis)
zugelassen (Commission Regulation (EU) 2017/893). Da eine unbeabsichtigte Vermischung
nicht auszuschlie®en ist, gilt es flr diese Insektenarten Nachweismethoden zu entwickeln.
Innerhalb des AllergenPro Verbundprojektes war es daher das Ziel sensitive
Analysemethoden fir den spezifischen Nachweis von Insektenproteinen in unterschiedlich
prozessierten Lebensmitteln zu ermdglichen, sowie die allergene IgE/G-Epitopen im
Insektenproteomen zu erforschen. Weiterhin sollte ein innvoatives Diagnoseverfahren zum

Nachweis klinisch relevanter allergischer Reaktionen entwickelt werden.

Das NMI brachte seine umfangreiche Expertise im Bereich der Proteinanalytik in das Projekt
ein. Die projektbezogenen Beitrdge des NMIs basierten auf dem umfassenden Know-how in
der Proteinanalytik, das Uber viele Jahre hinweg aufgebaut wurde. Insbesondere verflgt das
NMI Uber langjahrige Erfahrung in der Entwicklung und Validierung von ultrasensitiven
Immunoassays, die eine Detektion mit aullergewdhnlich hoher Empfindlichkeit ermdglichen.
Diese Immunoassays zeichnen sich dadurch aus, dass sie eine Nachweisempfindlichkeit
bieten, die um den Faktor 100 bis 1000 héher liegt als die des klassischen ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay). Durch diese gesteigerte Empfindlichkeit kdnnen geringste
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Mengen von Biomarkern nachgewiesen werden, was besonders in der medizinischen

Forschung und Diagnostik von grofder Bedeutung ist.

Neben den Immunoassays setzte das NMI auch seine proprietére, hochdurchsatzfahige
digitale Western-Blot-Plattform ,DigiWest* gezielt fir die spezifischen Fragestellungen des
Projekts ein. Diese innovative Methode ist besonders leistungsfahig und ermdglicht die
gleichzeitige Messung einer Vielzahl von Parametern in einem einzigen Experiment. So
kénnen Signalmolekiile, die an verschiedenen biologischen Prozessen beteiligt sind,
parallelisiert erfasst werden, was eine detaillierte und umfassende Analyse erméglicht.
Daruber hinaus erlaubt DigiWest die serologische Untersuchung von IgG-Antworten in einem
multiplexen Format, was die Effizienz und Aussagekraft der Analysen erheblich steigert.
Innerhalb des Projekts wurde diese Methode insbesondere flr die Analyse des IgE-Status bei
Allergikern verwendet, um ein besseres Verstandnis der immunologischen Reaktionen bei

Allergien zu erlangen.

2. Ablauf des Vorhabens

Das Projekt wurde in enger Zusammenarbeit mit den beteiligten Partnern und in
Ubereinstimmung mit der im Projektantrag definierten Zielsetzung durchgefiihrt. Diese enge
Interaktion zwischen den Partnern war von entscheidender Bedeutung, um die verschiedenen
Arbeitspakete (APs) und Meilensteine erfolgreich umzusetzen. Der Projektstart erfolgte im
September 2020, und die urspringlich geplante Projektlaufzeit betrug 36 Monate. Es wurde
eine kostenneutrale Verlangerung um 6 Monate gewahrt, sodass das Projekt schliellich nach

42 Monaten im Februar 2024 erfolgreich abgeschlossen werden konnte.

Das NMI war im Rahmen dieses Projekts insbesondere fir die Arbeitspakete AP4 und AP5
eingebunden und arbeitete dabei eng mit der Hochschule Albstadt-Sigmaringen (HSAS), HOT
Screen (HOT) und der Charité zusammen. Diese Zusammenarbeit ermdglichte es, die
unterschiedlichen Kompetenzen der Partner effektiv zu nutzen und die Herausforderungen der

Arbeitspakete gemeinsam zu bewaltigen.

Wahrend des Projektverlaufs wurden die Arbeitspakete und die zugehdrigen Meilensteine
kontinuierlich an die erzielten Ergebnisse angepasst, um den Projekterfolg sicherzustellen.
Dabei stellte sich heraus, dass Meilenstein M13 nicht erreicht werden konnte, da keine
geeigneten Spender mit den erforderlichen Allergieprofilen rekrutiert werden konnten. Trotz
intensiver Bemihungen war es nicht mdglich, die spezifischen Anforderungen dieses

Meilensteins zu erfullen. Alle anderen Meilensteine mit NMI Beteiligung konnten nach
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entsprechenden Anpassungen erreicht werden. Durch diese Anpassungen konnte

sichergestellt werden, dass die Ubergeordneten Ziele des Projekts dennoch erreicht.

3. Wesentliche Ergebnisse sowie ggf. Zusammenarbeit mit anderen Stellen
In AP 4 wurden mit den Partnern innovative Methoden fiir den Nachweis von IgE-Bindeprofilen
erforscht. Hierbei setzte das NMI zur Erstellung patientenspezifischer IgE Profile ihre
proprietare DigiWest-Methode ein. Es konnte gezeigt werden, dass mit diesem Ansatz ein
Serum-basierter Assay aufgebaut werden konnte und den Nachweis von IgE-Bindeprofilen
ermdglicht. Mit diesem System konnten die bei der HSAS generierten Allergenpraparationen
charakterisiert und qualifiziert werden. Es wurden 37 charakterisierte IgE-negativen und IgE-
positiven Seren von Spendern mit bekannten Nahrungsmittelallergien gegen Krabben-Protein,
Shrimp-Protein sowie Allergie gegen Hausstabmilbe und Erdnuss eingesetzt. Wahrend fur die
IgE-negativen Seren keine oder vereinzelte geringe Reaktivitat gefunden wurde, war der Anteil
der Insektenprotein-positiven Seren in den anderen charakterisierten Proben auffallig. So
konnten insbesondere in den Krabben/Shrimp positiven Seren hohe Signale flr verschiedene
Insektenallergene nachgewiesen werden; in etwa 20% der Seren mit IgE gegen
Hausstaubmilbe oder Erdnuss wurde eine Reaktivitdt gegen verschiedene Insektenproteine
beobachtet. Der finale Assay zeigt die notwendige Qualitdt, um humane Seren auf die
Anwesenheit von IgE gegen alle der EU zur Proteingewinnung eingesetzten Insektenspezies
nachzuweisen und ist somit ein neuartiges Analysesystem zum parallelen Nachweis von

Allergien gegen Insektenproteine.

Im Rahmen des Arbeitspakets 5 (AP 5) setzte das NMI hochsensitive Assays flir das von der
HOT Screen GmbH entwickelte TrueCulture-Analysesystem zur Diagnose von
Nahrungsmittelallergien ein. Diese ultrasensitiven Immunoassays ermdglichten es, extrem
geringe Konzentrationen von Botenstoffen des Immunsystems, wie beispielsweise Interleukin-
2 (IL-2), Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-5 (IL-5), Interferon-gamma (IFN-y) und Interleukin-13
(IL-13), nachzuweisen. Dank der auRergewdhnlichen Empfindlichkeit dieser Assays konnten

diese Zytokine im Bereich von Femtogramm pro Milliliter (fg/ml) prazise erfasst werden.



NMI "f..

Naturwissenschaftliches
und Medizinisches Institut

Il. Eingehende Darstellung

1. Darstellung der durchgefiihrten Arbeiten im Vergleich zur urspriinglichen

Vorhabenbeschreibung.

Das AllergenPro Projekt befasst sich mit der Rolle von Insekten als potentiell neues
Nahrungsmittelallergen. Auch in Deutschland sind erste Insektenprodukte auf dem Markt.
Zurzeit werden verschiedene Insektenproduktkategorien bzw. —produkte zur Zulassung als
Lebensmittel im europaweit harmonisierten Antragsverfahren vorbereitet. Zusatzlich sind flr
Futtermittel noch die Hausfliege (Musca domestica), sowie eine Grillenart (Gryllus assimilis)
zugelassen (Commission Regulation (EU) 2017/893). Da eine unbeabsichtigte Vermischung

nicht auszuschlief3en ist, gilt es fur diese Insektenarten Nachweismethoden zu entwickeln.

Im Rahmen der Europaischen Verordnung fur Neuartige Lebensmittel (,Novel Foods*-
Verordnung (EU) Nr. 2015/2283) befinden sich zurzeit sechs verschiedene
Insektenproduktkategorien bzw. —produkte zur Zulassung als Lebensmittel im Europaweit
harmonisierten Antragsverfahren. Daher ist die Charakterisierung und Identifizierung potentiell
allergisierender Substanzen aus Insekten bzw. in prozessierten Nahrungsmitteln, welche
Insekten enthalten von groRRer Bedeutung. Innerhalb des AllergenPro Verbundprojektes war
es daher das Ziel sensitive Analysemethoden fir den spezifischen Nachweis von
Insektenproteinen in unterschiedlich prozessierten Lebensmitteln zu ermoglichen, sowie die
allergene IgE/G-Epitopen im Insektenproteomen zu erforschen. Weiterhin sollte ein
innvoatives Diagnoseverfahren zum Nachweis klinisch relevanter allergischer Reaktionen

entwickelt werden.

Das NMI brachte seine umfangreiche Expertise im Bereich der Proteinanalytik in das Projekt
ein. Die projektbezogenen Beitrdge des NMIs basierten auf dem umfassenden Know-how in
der Proteinanalytik, das Uber viele Jahre hinweg aufgebaut wurde. Insbesondere verfugt das
NMI Uber langjahrige Erfahrung in der Entwicklung und Validierung von ultrasensitiven
Immunoassays, die eine Detektion mit aullergewdhnlich hoher Empfindlichkeit ermdglichen.
Diese Immunoassays zeichnen sich dadurch aus, dass sie eine Nachweisempfindlichkeit
bieten, die um den Faktor 100 bis 1000 hoher liegt als die des klassischen ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay). Durch diese gesteigerte Empfindlichkeit kénnen geringste
Mengen von Biomarkern nachgewiesen werden, was besonders in der medizinischen

Forschung und Diagnostik von grofder Bedeutung ist.

Neben den Immunoassays setzte das NMI auch seine proprietére, hochdurchsatzfahige

digitale Western-Blot-Plattform ,DigiWest* gezielt flr die spezifischen Fragestellungen des
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Projekts ein. Diese innovative Methode ist besonders leistungsfahig und ermdglicht die
gleichzeitige Messung einer Vielzahl von Parametern in einem einzigen Experiment. So
konnen Signalmolekile, die an verschiedenen biologischen Prozessen beteiligt sind,
parallelisiert erfasst werden, was eine detaillierte und umfassende Analyse ermoglicht.
Daruber hinaus erlaubt DigiWest die serologische Untersuchung von IgG-Antworten in einem
multiplexen Format, was die Effizienz und Aussagekraft der Analysen erheblich steigert.
Innerhalb des Projekts wurde diese Methode insbesondere flr die Analyse des IgE-Status bei
Allergikern verwendet, um ein besseres Verstandnis der immunologischen Reaktionen bei
Allergien zu erlangen. In diesem Projekt war das NMI an zwei Arbeitspaketen beteiligt, AP4
(In vitro-Diagnostik: neue Plattform fur den Nachweis von IgE-Bindeprofilen) und AP5 (In vitro-
Diagnostik: innovatives Gesamtblut-Analysesystem flir Nahrungsmittelallergien) beteiligt.
Hierbei hatte das NMI eine enge Zusammenarbeit mit der Hochschule Albstadt Sigmaringen
(HSAS), HOT Screen (HOT) und der Charite.

Im Rahmen des Arbeitspakets 4 (AP 4) wurde in enger Zusammenarbeit mit den
Projektpartnern intensiv an der Entwicklung innovativer Methoden fir den Nachweis von IgE-
Bindeprofilen geforscht. Das NMI nutzte hierbei seine proprietdre DigiWest-Methode, um
patientenspezifische IgE-Profile zu erstellen. Diese hochentwickelte Methode ermdglichte es,

einen serum-basierten Assay zu entwickeln, der den Nachweis von IgE-Bindeprofilen erlaubt.

Durch den Einsatz der DigiWest-Technologie konnte nicht nur ein praziser und effizienter
Assay aufgebaut werden, sondern es wurde auch gezeigt, dass diese Methode besonders
geeignet ist, um die IgE-Profile individuell auf den Patienten zuzuschneiden. Mit diesem
System war es moglich, die von der Hochschule Albstadt-Sigmaringen (HSAS) generierten
Allergenpraparationen umfassend zu charakterisieren und zu quantifizieren. Die erzielten
Ergebnisse trugen wesentlich zur Verbesserung des Verstandnisses von IgE-vermittelten
Allergien bei und stellten sicher, dass die Allergenpraparationen zuverlassig in nachfolgenden
Diagnostik- und Forschungsanwendungen eingesetzt werden konnten. Diese Fortschritte
iakotozeigen das Potenzial der DigiWest-Methode als leistungsstarkes Werkzeug in der

Allergieforschung und -diagnostik.

Im Rahmen des Arbeitspakets 5 (AP 5) entwickelte und setzte das NMI hochsensitive Assays
fur das von der HOT Screen GmbH entwickelte TrueCultur-Analysesystem zur Diagnose von
Nahrungsmittelallergien ein. Diese ultrasensitiven Immunoassays ermaoglichten es, extrem
geringe Konzentrationen von Botenstoffen des Immunsystems, wie beispielsweise Interleukin-
2 (IL-2), Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-5 (IL-5), Interferon-gamma (IFN-y) und Interleukin-13

(IL-13), nachzuweisen. Dank der auRergewdhnlichen Empfindlichkeit dieser Assays konnten
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diese Zytokine im Bereich von Femtogramm pro Milliliter (fg/ml) prazise erfasst werden. Dies
stellt einen erheblichen Fortschritt in der Allergiediagnostik dar, da es ermdglicht, selbst
geringste Immunreaktionen im Blut zu detektieren und so eine prazisere Diagnose von

Nahrungsmittelallergien zu ermdglichen.

Im folgenden werden beispielhaft Ergebnisse zu den oben aufgefiihrten Arbeitspaketen

dargestellt.

2. Darstellung der durchgefiihrten Arbeiten

AP 4: In vitro-Diagnostik: neue Plattform fiir den Nachweis von IgE-Bindeprofilen

Das NMI setzt zur Erstellung patientenspezifischer IgE Profile die proprietare DigiWest-
Methode ein. Die DigiWest-Methode ist eine moderne Technologie, die flir das Profiling von
Proteinen in biologischen Proben, einschlieldlich Serum, verwendet werden kann. Die
DigiWest-Methode kombiniert die klassische SDS-PAGE mit Western Blotting und Multiplex-
Analysen. So kdénnen Gemische, Fraktionen oder Extrakte von Allergenen oder generell
Antigenen in diesem Testsystem eingesetzt werden. Die Proteingemische werden
entsprechend ihres Molekulargewichtes auf farbkodierte Mikrospharen aufgebracht und mit
dem zu analysierendem Serum inkubiert. Am Allergen/Antigen gebunde Antikdrper werden
Uber einen fluoreszenzbasiertes Reportersystem nachgewiesen und quantifiziert. DigiWest
ermdglicht die gleichzeitige Analyse von Hunderten von Seren mimt einer hohen Sensitivitat.
Im Verlauf des Projektes konnte gezeigt werden, dass das Assaysystem es erlaubt im
parallelisierten und semi-quantitativen Ansatz, die spezifische Bindung der im Rahmen der
allergischen Reaktion gebildeten IgE Antikdérper nachzuweisen. Hierzu wurden
unterschiedliche Erdnuss Allergenfraktionen wurden an der Hochschule Albstadt Sigmaringen
generiert, wie EN100R und EN200R.

Mit diesen Fraktionen wurde das DigiWest basierte Assaysystem zum Nachweis von Erdnuss-
spezifischen IgE Antikérpern erstellt. Die Allergene wurden nach dem DigiWest-Protokoll
aufgearbeitet und auf fluoreszenz-markierte Beads immobilisiert. Die initiale Qualitatskontrolle,
der Nachweis der immobilisierte Proteine auf den 96 Beadpopulationen erfolgte direkt im
DigiWest Assaysystem. Die erhaltenen Allergengemische (jeweils 20 pg Gesamtprotein,
Abb.1) wurden mittels SDS-PAGE nach GréRe aufgetrennt und entsprechend den Protokollen
des DigiWest auf eine proteinbindende PVDF-Membran transferiert und dort biotinyliert. Die

Membran wurde in Streifen geschnitten, und 96 Proteinfraktionen definierter GréRenbereiche
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konnten von den Membranstreifen eluiert werden. Jede Proteinfraktion wurde auf einer
farbcodierten Beadpopulation (Luminex ) immobilisiert, die beladenen Beads wurden vereinigt
und gemischt. Diese komplexe Beadmischung bildet den kompletten
Molekulargewichtsbereich von 14 kDa bis 300 kDa ab und konnte durch Inkubation mit
Serumproben direkt zum Nachweis von Antikérpern eingesetzt werden. Jede Proteinfraktion
wurde auf einer farbcodierten Beadpopulation (Luminex) immobilisiert, die beladenen Beads
wurden vereinigt und gemischt. Diese komplexe Beadmischung bildet den kompletten
Molekulargewichtsbereich von 14 kDa bis 300 kDa ab und konnte durch Inkubation mit

Serumproben direkt zum Nachweis von Antikérpern eingesetzt werden.

Die Assayentwicklung wurde mit Hilfe von 8 charakterisierten Serumproben, die von der
Charité zur Verfiigung gestellt wurden, am NMI durchgefiihrt. Es wurde ein spezifisches
DigiWest-Protokoll entwickelt, mit dem IgE an Allergene semiquantitativ nachgewiesen werden
kann. Hierzu wurden verschiedene Assaypuffer und Pufferbestandteile sowie unterschiedliche
kommerziell erhaltliche Nachweisreagenzien ausfuhrlich getestet, mit dem Ziel optimale

Singalintensitat zu erhalten, bei gleichzeitig geringen Hintergrundsignalen.

Die grolen Vorteile dieser DigiWest basierten Methode liegt insbesondere in der Generierung
von Hunderten identischen Replikate der mit Allergen beladenen Western Blot Membran, in
einem Assay, der eine hohe Sensitivitat und Spezifitat, bei geringer Varianz aufweist und
zudem einen extrem geringen Materialverbrauch von 5ng Allergen / Assay aufweist. Hunderte
von Probensets kdnnen einfach und schnell auf automatisierte Assay-Plattformen

implementiert werden.

Im Gegensatz zu bisherigen Allergietestsystemen, in dem Allergenfraktionen nicht aufgetrennt
vorliegen, erlaubt dieDigiWest-Methode die Generierung von Profilen auf Basis der in seine
Bestandteile zerlegten Allergene. Damit wird eine genaue Charakterisierung der im Serum
oder Plasma vorhandenen IgE Antikdrper ermoglicht.

Durch die Arbeiten mit isolierten Erdnuss Antigenen und komplexen Erdnussprotein-
mischungen konnte gezeigt werden, das DigiWest basierte Assaysystem in der Lage ist
allergietypische IgE Antikdrper in komplexen Mischungen nachzuweisen. Ein Proof of Concept
fur den Einsatz des Assaysystems zum Nachweis von IgE auf immobilisierten komplexen

Proteinmischungen konnte so erbracht werden.



NMI "f..

Naturwissenschaftliches
und Medizinisches Institut

AnschlieRend wurde ein Digiwest basiertes Assaysystem aufgebaut, das komplexe
Mischungen von Allergenen (Proteinextrakte aus verschieden Insektenspezies) nutzte, um
Allergie vermittelnde IgE Antikorper nachzuweisen. Mit Proteinpraparationen aus Mehlwurm
(Tenebrio molitor), Heimchen (Acheta domesticus), der Heuschrecke (Locusta migratoria) und
dem Buffalowurm (Alphitobius diaperinus) wurden alle in der EU zur Proteingewinnung
eingesetzten Insektenspezies abgedeckt. Als zusatzlich relevante Antigen konnte ein
Totalproteinextrakt aus Hausstaubmilben (Dermatophagoides pteronyssinus und farinae)
eingesetzt und aufgearbeitet werden. Die initiale Qualitatskontrolle der Proteinmenge in den
Allergenpraparationen erfolgte standardmaRig im SDS-PAGE, nach Quantifizierung der
Proteinmenge erfolgte die Auftrennung nach Molekulargewicht und die Fraktionierung in
jeweils 96 GroRRenpools. Die getrennten Proteine wurden auf Mikrospharen immobilisiert und
so dem Digiwest Assaysytem zugangig gemacht. Hierbei wurden etwa 500 definierte
Proteinfraktionen generiert und immobilisiert.

Eine erste Qualitatskontrolle der generierten Assayreagenzien erfolgte Uber den Nachweis des
auf den Mikrospharen immobilisierten Proteins; hier konnten reproduzierbar plausible
Proteinmuster generiert werden. Im zweiten Schritt wurden alle Allergenfraktionen mit
verschiedenen charakterisierten humanen Seren inkubiert. Negative Kontrollen und bekannte
IgG-haltige Seren zeigen die erwartete negative und positive Reaktivitdt; MeRwerte im
erwarteten Bereich wurden gefunden und die Reproduzierbarkeit der Messungen ist hoch
(%CV > 8%). So konnte die etablierte Methodik genutzt werden, um Batches von Reagenzien
fur den Nachweis von IgGs (ca. 2000 Assays) gegen alle funf Insekten- und Milbenspezies zu

produzieren.

In Abbildung 1A ist eine Qualitatskontrolle (Nachweis der Immobilisierung der eingesetzten
Allergene) gezeigt, in der die fUr die verschiedene Spezies typischen Muster zu finden sind.
In den Spalten 1B-F sind die Ergebnisse von IgE Nachweisen mit charakterisierten Seren mit
den generierten Assayreagenzien gezeigt. Die Spezifische Bindung der IgE Antikérper wird
als Peak-Struktur sichtbar; die Digiwest Software erkennt Peakstrukturen automatisch,
markiert diese und berechnet das spezifische Integral und gibt dieses als Assaysignal aus. Fur
das negative Kontrollserum (1B) wird kein spezifisches Signal detektiert, fir das humane
Serum HDM4 (1F) wird neben der bekannten Reaktivitdt gegen Hausstaubmilbenallergene
starke Reaktivitdt gegen Proteine aus allen vier Insektenspezies gefunden. In den Seren C-E

werden unterschiedliche Bindungsmuster gegen verschiedene Insektenallergen detektiert.
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Abb 1. Charakterisierung des multiplexen Nachweissystems zum IgE Nachweis gegen Allergene aus Mehlwurm, Heimchen, Heuschrecke,

Buffalowurm und Hausstaubmilbe. Zur Charakterisierung des Assays wurden folgende Messungen durchgefiihrt: Spalte A: Totalprotein und

negatives

in B:

damit Nachweis der Immobilisierung der eingesetzten Allergene. Spalte B-F: Nachweis von IgE in bekannten Seren;

Kontrollserum; in C+D: IgE gegen Mehlwurm, Buffalowurm; in E+F: IgE gegen alle Spezies.
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Hausstaub-
Mehlwurm Heimchen Heuschrecke Buffalowurm milbe

IgE Bindung | IgE Bindung IgE Bindung IgE Bindung IgE Bindung
(Peak Area) | (Peak Area) (Peak Area) (Peak Area) (Peak Area)

Beladungskontrolle 390647 255983 293821 272936 32973

Kontrollserum 1

Kontrollserum 2

Kontrollserum 3 232

Kontrollserum 4

Kontrollserum 5

Kontrollserum 6

Kontrollserum 7

Kontrollserum 8

Crab pos. Serum 1

Crab pos. Serum 2 1196 633

Crab pos. Serum 3

Crab pos. Serum 4

Crab pos. Serum 5

Shrimp pos. Serum 1 1738 848

Shrimp pos. Serum 2 219

Shrimp pos. Serum 3

Crab/Shrimp pos. Serum 1 1450 729

Crab/Shrimp pos. Serum 2 775 3766 1848 803 697

Crab/Shrimp pos. Serum 3

Crab/Shrimp pos. Serum 4 2883 7425 4645 2231 2437

Hausstaubmilbe pos. Serum 1 8301

Hausstaubmilbe pos. Serum 2 7037

Hausstaubmilbe pos. Serum 3 1784

Hausstaubmilbe pos. Serum 4 330 1143 594 202 24854

Hausstaubmilbe pos. Serum 5 3137

Erdnuss pos. Serum 1

Erdnuss pos. Serum 2 2518

Erdnuss pos. Serum 3 224 20851

Erdnuss pos. Serum 4

Erdnuss pos. Serum 5

Erdnuss pos. Serum 6

Erdnuss pos. Serum 7

Erdnuss pos. Serum 8

Erdnuss pos. Serum 9 330 352

Erdnuss pos. Serum 10 10837

Erdnuss pos. Serum 11 304 232 729

Erdnuss pos. Serum 12
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Tabelle 1. IgE Nachweis im entwickelten multiplexen DigiWest Assaysystem. 37 Seren mit bekannter Reaktivitdt gegen einzelne Allergene
(Crab, Shrimp, Hausstaubmilbe, Erdnuss) wurden auf IgE gegen Allergene aus Mehlwurm, Heimchen (Acheta domesticus), Heuschrecke
(Locusta migratoria), Buffalowurm (Alphitobius diaperinus) und Hausstaubmilbe (Dermatophagoides pteronyssinus/farinae) wurden auf die
Anwesenheit spezifischer IgE getestet. Positive Signale (siehe Abbildung 4) wurden integriert und aufsummiert und sind als relative
Signalintensitaten aufgefiihrt.

Der aufgebaute Assay wurde im nachsten Schritt zur Vermessung von 37 charakterisierten,
IgE-negativen und IgE-positiven Seren (bekannte Nahrungsmittelallergien gegen Krabben-
Protein, Shrimp-Protein sowie Allergie gegen Hausstabmilbe und Erdnuss) eingesetzt.
Wahrend fir die IgE-negativen Seren keine oder vereinzelte geringe Reaktivitat gegen Milben-
oder Insektenproteine gefunden wurde, war der Anteil der Insektenprotein-positiven Seren in
den anderen charakterisierten Proben auffallig (Tabelle 1). So konnten insbesondere in den
Krabben/Shrimp positiven Seren hohe Signale fir verschiedene Insektenallergene detektiert
werden; in etwa 20% der Seren mit IgE gegen Hausstaubmilbe oder Erdnuss kann Reaktivitat
gegen verschiedene Insektenproteine nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass Reaktivitat
gegen Insektenproteine insbesondere bei bekannten Nahrungsmittelallergien detektierbar ist,
der Nachweis insbesondere bei bekannter Allergie gegen Crustaceen ist hier auffallig. Das
aufgebaute Assaysystem ist in der Lage grolte Probenkollektive schnell zu vermessen und
kann, im Gegensatz zur der im Moment eingesetzten Allergiediagnostik, Information zur
Anwesenheit von verschiedenen Allergenen mit unterschiedlichen Molekulargewichten liefern.
Diese Kombination kann interessant werden, um nach Screenen eines groReren
Probenkollektivs Korrelationen zwischen der IgE Antwort bei verschiedenen Insektenspezies
zu detektierten. Die Information zum Molekulargewicht der erkannten Allergene kann Hinweise
auf mogliche Kreuzreaktivitaten geben.

Der hier entwickelte Assay zeigt die notwendige Qualitdt, um humane Seren auf die
Anwesenheit von IgE gegen alle der EU zur Proteingewinnung eingesetzten Insektenspezies
zu detektieren und ist somit ein neuartiges Analysesystem zum parallelen Nachweis von

Allergien gegen Insektenproteine.

o
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AP 5.5 Entwicklung ultrasensitiver Cytokintests

Derzeit existieren keine etablierten in vitro-Testverfahren, die eine klinisch relevante
Nahrungsmittelallergie zuverldassig nachweisen koénnen. Dies stellt eine erhebliche
Herausforderung dar, insbesondere wenn es darum geht, die klinische Relevanz einer
Kreuzsensibilisierung auf Insekten bei Personen mit Hausstaubmilben- oder
Schalentierallergien zu bewerten. Im Rahmen des Arbeitspakets 5 lag der Schwerpunkt daher
auf der Entwicklung eines innovativen in vitro-Gesamtblut-Analysesystems zum Nachweis von
Nahrungsmittelallergien. Das Ziel bestand darin, allergenspezifische Immunreaktionen ex vivo
zu analysieren und eine prazisere Diagnostik zu ermoéglichen. Zur Erreichung dieses Ziels
wurde das proprietare TruCulture®-System des Projektpartners HOT Screen eingesetzt, das
sich besonders flr die Analyse von Immunreaktionen eignet. In diesem Testsystem werden
reaktive Immunzellen in sehr geringer Anzahl vorgefunden, was den Einsatz von
hochsensitiven Immunoassays erforderlich machte, die in der Lage sind, Botenstoffe des
Immunsystems, wie Interleukine, im Femtogramm pro Milliliter (fg/ml) Bereich nachzuweisen.
Hierzu waren am NMI alle technischen und methodischen Voraussetzungen vorhanden, um
derartige Messungen aufzubauen und im Screening einzusetzen. Es wurde hierbei die Single
Molecule Array-Technologie (Simoa) der Firma Quanterix (Quanterix Corp., Lexington, MA,
US) eingesetzt. Simoa ist eine Mikrospharen-basierte hoch sensitive Immunoassay Plattform,
mit der wenige 1.000 Zielmolekile akkurat quantifiziert werden kénnen. Analog zu einem
konventionellen ELISA (Engl.: Enzyme-linked immunosorbent assay) basiert die
Signalgenerierung auf einer enzymatischen Reaktion. Der wesentliche Unterschied liegt
jedoch in der Fahigkeit von Simoa, einzelne enzymmarkierte Immunokomplexe in einem stark
reduzierten Reaktionsraum zu detektieren. Dies flhrt zu einer erheblichen Verbesserung des
Signal-Hintergrund-Verhaltnisses und ermoglicht den hochsensitiven Nachweis von
Zielanalyten, selbst wenn nur wenige Tausend Moleklle vorhanden sind. Wie bei jedem
Immunoassays stellen Hintergrundsignale den limitierenden Schritt fur die Erreichung der

maximalen Sensitivitat dar.

Das NMI konnte hier mittels Optimierung verschiedener Parameter die Hintergrundssignale
aulerst gering halten. In enger Abstimmung und Zusammenarbeit mit HOT Screen wurden

spezifische Messungen zu den Zielanalyten IL-2, IL-4, IL-5 und IFN-y durchgefuhrt.

Da im peripheren humanen Blut, welches zur Probengenerierung unter Verwendung des
TruCulture Systems bei HOT Screen verwendet wird, nur eine sehr geringe Anzahl an T-Zellen
vorhanden ist, sind wie auch in den vorhergehenden Berichten erwahnt, hochsensitive

Nachweisverfahren erforderlich, um die oben genannten Analyte zuverlassig zu quantifizieren.
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Fir diese anspruchsvolle Aufgabe stand am NMI die Simoa-Technologie und -Methoden zur

Verfligung.

Die Proben fir die Analysen mittels ultrasensitiver Immunoassay wurden von HOT
bereitgestellt, wahrend das NMI fir die Probenvorbereitung, die Durchfihrung der Assays und
die anschlieRende Datenauswertung verantwortlich war. Die erzielten Ergebnisse wurden
nach der Analyse an HOT Screen Ubermittelt. Insgesamt kam es gegenlber dem
ursprunglichen Zeitplan fir die Analyse der oben aufgefihrten Cytokine zu Verzégerungen, da
es bei HOT aufgrund der anhaltenden Corona-Pandemie zu grof3en Schwierigkeiten kam
geeignete Blutspender fur die Durchfiihrung der Experimente zu finden.

Trotzdem konnten von HOT im Laufe des Projektzeitraums eine Reihe von Proben generiert
werden, die am NMI bezuglich der beiden oben genannten Zytokine analysiert wurden. In
Screeningtests wurden verschiedene Hausstaubmilben-Allergene (Der p1 und Der p2) in
Vollblutstimulationsassays inkubiert. Die Uberstande dieser Assays wurden am NMI mittel
ultrasensitiver Simoa Assays analysiert. Sowohl IL-2 als auch IFN-y kdénnen nach einer
antigen-spezifischen Stimulation von allergiespezischen T-Helferzellen freigesetzt werden.
Trotz des Einsatzes der Assays mit der hdchsten verfigbaren Sensitivitdt konnten nur bei
einzelnen Proben fir IL-2 messbare Analytlevel detektiert werden, beziehungsweise wurde,
im Falle von IFN-y, nur teilweise eine Dosis-Wirkungsbeziehung gemessen (Tabelle 1). Die
Messungen an sich liefen fur IL-2 ohne besondere Auffalligkeiten, die Daten sind als valide
und korrekt anzusehen. Bei der Messung von IFN-y gab es teilweise Schwankungen innerhalb
der Duplikatbestimmungen der Proben, die aulerhalb des gewlnschten
Schwankungsbereiches lagen (Variationskoeffizient sollte < 25% sein), auf die generelle
Aussage zu den gemessenen IFN-y Leveln in den Allergen-Konzentrationsreihen der
unterschiedlichen Proben hatte dies jedoch keinen wesentlichen Einfluss, eine
Dosisabhangigkeit der Analytlevel ist fur einzelne Allergen-Konzentrationsreihen trotzdem
ersichtlich bzw. fur andere nicht vorhanden, so dass sich entsprechende Aussagen trotz der

erhohten Varianz der Einzelergebnisse treffen lassen.

Die Auswertung bezlglich der eingesetzten Allergene und der Spender geschah nach
Ubermittlung der Ergebnisse durch HOT. Aufgrund der generell schlechten Reaktion des Bluts
der Spender mit Hausstaubmilbenallergie auf die Zugabe spezifischer Allergene wurde von
HOT versucht auf Spender mit Erdnussallergie zur Generierung eines Modellsystems
auszuweichen. Auch hier zeigte sich die Rekrutierung entsprechender Spender als schwierig.
Mit Blut eines geeigneten Spenders wurden wiederum in Vollblutstimulationsassays Proben

von HOT generiert, an das NMI transferiert und vermessen.



NMI "f..

Naturwissenschaftliches
und Medizinisches Institut

Die durchgefiihrten Messungen verliefen insgesamt reibungslos, und die daraus gewonnenen
Daten kénnen als valide betrachtet werden. Bei der Analyse der Proben, die aus den
Experimenten mit dem Erdnussallergiker stammten, wurden im Falle von IFN-y nur sehr
vereinzelt Messergebnisse mit einem hohen Variationskoeffizienten (CV) beobachtet, was

darauf hindeutet, dass die meisten Daten flr diesen Parameter zuverlassig sind.

Entsprechende Kontrollstimulationsexperiment zeigten wiederrum die erwartete Zunahme an
Analytkonzentration, was die prinzipielle Eignung der eingesetzten Messsysteme flr die

Analysen von IL-2 und IFN-y belegt.

In weiteren Messrunden wurden die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 in den Proben von HOT
Screen mithilfe der Simoa-Technologie analysiert. Bei jeder Messung wurde auf den
Assayplatten eine frisch angesetzte Standardkurve mitgefuhrt, die als Grundlage fur die
Quantifizierung der Proben diente. Insgesamt konnten Uber die verschiedenen Zytokine
hinweg mehrere Tausend Datenpunkte erhoben werden, was eine umfangreiche und

detaillierte Datengrundlage fir die Analyse bot.

Die Duplikatmessungen zeigten durchweg eine sehr gute Reproduzierbarkeit, mit einem
Variationskoeffizienten, der Gberwiegend unter 10 % lag, sofern die Messsignale innerhalb des
validen Assaybereichs lagen. Diese niedrigen Variationskoeffizienten sprechen fur die hohe
Zuverlassigkeit und Prazision der durchgeflihrten Simoa-Assays. Allerdings lag die
Konzentration der Zytokine in einer Vielzahl der gemessenen Proben unterhalb des
quantifizierbaren Bereichs des Assays, was insbesondere fir |IL-4 zutraf. Dies deutet darauf
hin, dass die Menge von IL-4 in den getesteten Proben so gering war, dass sie mit den

eingesetzten Methoden nicht zuverlassig quantifiziert werden konnte.

Fir die anderen Zytokine, insbesondere IL-5 und IL-13, zeigte sich haufig keine oder nur eine
sehr schwache Abhangigkeit der gemessenen Konzentrationen von den eingesetzten
Konzentrationen der Testsubstanzen und Ko-Stimulanzen. Dies bedeutet, dass die erwarteten
dosisabhangigen Reaktionen entweder nicht auftraten oder nur sehr gering ausgepragt waren,
was die Interpretation der Ergebnisse erschwert. Diese Beobachtung kdnnte darauf hindeuten,
dass die getesteten Proben entweder eine zu geringe Reaktivitdt aufwiesen oder dass die
experimentellen Bedingungen weiter optimiert werden mussten, um deutlicher ausgepragte

Reaktionen zu erzielen (siehe exemplarische Daten zu IL-5 und IL-13 in Tabelle 3).

Die mitgefuhrten Positivkontrollen zeigten die erwarteten hohen Konzentrationen der
Zielanalyten und erforderten teilweise erhebliche Probenverdiinnungen, um die Messungen in

den dynamischen Bereich der Assays zu bringen. Diese Ergebnisse bestatigen, dass die
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eingesetzten Assays grundsatzlich in der Lage sind, die Zielanalyten zuverlassig zu erkennen
und zu messen. Die Negativkontrollen verhielten sich wie erwartet und zeigten Signalwerte,
die unterhalb des quantifizierbaren Bereichs der Assays lagen, was die Spezifitdt der
Messungen weiter untermauerte. Die Auswertung der Ergebnisse in Bezug auf die
eingesetzten Allergene und die individuellen Spender erfolgte nach der Ubermittlung der Daten
durch HOT Screen. Ebenso wurden alle weiteren statistischen und grafischen Auswertungen

sowie die detaillierte Aufarbeitung der Ergebnisse von HOT Screen durchgefuhrt.

Das NMI hat im Rahmen dieses Projektes seine methodische Kompetenz im Themengebiet
DigiWest und ultrasensitiven Immunoassays starken konnen und das vorhandene Wissen
erweitern kdnnen. Die Ergebnisse des DlgiWest fur den IgE Nachweis bei Allergenen kann fur
kinftige Projekte und Serviceleistungen als Grundlage gesehen werden. Das KnowHow im
Themengebiet Immunoassays und ultrasensitive Immunoassays wurde im Rahmen des

Projektes gestarkt und erweitert.



