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Schlussbericht

Zuwendungsempfénger: Forschungszentrum Borstel, Profs. Jappe und Goldmann

Forderkennzeichen: 01EA2109B

Vorhabenbezeichnung: Neue Wege in der Diagnostik und Therapie von Nahrungsmittelunvertréglichkeiten:
Technologische Neuerungen zur Verbesserung der Diagnostik und Therapie von Weizenunvertraglichkeit

Laufzeit des Vorhabens: 01.07.2021 — 31.12.2024

I. Kurzbericht (max. 2 Seiten) zu

1.

Aufgabenstellung und Ziele

Das Gesamtziel des Verbundes bestand darin, die Diagnostik und Therapie von weizenabhangigen
Nahrungsmittelunvertraglichkeiten zu verbessern (ImproviNg DlagnostiCs And ThErapy of Food
Hypersensitivity, INDICATE-FH). Die derzeitigen Diagnosemethoden sind sehr aufwendig, weswegen
Patienten mit gastrointestinalen Symptomen zumeist als Reizdarmsyndrom fehldiagnostiziert werden. So
sind eine verbesserte Diagnostik und ein besseres Verstandnis der Pathogenese dringend erforderlich.
Der Projektteil P3 hatte folgende Arbeitsziele: 1) Die Entwicklung eines bluttestbasierten Demontrators fir
die Weizenallergie (WA)-Diagnostik. 2) Die Identifikation und Evaluation neuartiger Biomarkersignaturen
fur die Differentialdiagnostik von Nahrungsmittelsensitivitaten.

Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknipft wurde

Die Pravalenz von Weizen-bedingten Krankheiten ist in den letzten 50 Jahren gestiegen. Allerdings ist die
Pathogenese und somit die Diagnostik nicht bei allen Typen der weizenabhangigen
Nahrungsmittelunvertraglichkeiten klar definiert. Wahrend IgE-bedingte Weizenallergie (WA) und Zéliakie
(CD) einen eher kleineren Teil der Bevdlkerung betreffen (jeweils 0,5-1%) und hier bereits eine
Routinediagnostik etabliert ist, ist die Pravalenz der Nicht-Zoéliakie-Weizensensitivitdt (NCWS) deutlich
hoher geschatzt, und die Diagnostik erfolgt nur per Ausschlussverfahren. Es wird zudem vermutet, dass
ein Teil dieser Patienten unter WA leidet, die mit den bisherigen Routineverfahren nicht erfasst werden.
Um CD, WA und andere gastrointestinale Krankheiten bei NCWS-Patienten auszuschlieRen, bedarf es
einer umfassenden Differenzialdiagnostik inklusive  verschiedener Bluttests und mittels des
.Goldstandards”, der doppelblinden Placebo-kontrollierten Lebensmittelprovokation (DBPCFC) mit
Weizen. Eine zusatzliche Hirde besteht bei Patienten mit weizenabhéngiger anstrengungsassoziierter
Anaphylaxie (WDEIA), da die allergische Reaktion von Co-Faktoren wie z.B. korperliche Anstrengung
oder Alkoholkonsum abhéangig ist. In der Klinik wird die DBPCFC allerdings nicht haufig angewendet
aufgrund des hohen Ressourcenverbrauchs und einer geringen Testspezifitdét im Kontext verzdgerter
allergischer Reaktionen. Blutbasierte ImmunoCAP Tests fir Weizenallergie sind bis auf den
Gesamtextrakt und zwei Allergenkomponenten (Omega-5-Gliadin und Lipid-Transfer-Protein) nur noch
auf Weizengliadine und Weizengluten beschrénkt, die meist nicht in der Routine verwendet werden.
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3. Planung und Ablauf des Vorhabens sowie die wesentlichen Ergebnisse
Die Meilensteine von P3 sind dargestellt im Gantt Chart (s.u.).

Meilensteinnr. Meilenstein (=) 2021 2022 2023 2024
MS1 Isolierung/Rekombinante Herstellung, Reinigung und Charakterisierung .
einzelner Allergene aus Weizen
MS2 Entwicklung und Optimierung von Antikérper- und Zell-basierten Allergie- .
Diagnosetests
MS2A Kreuzevaluierung des zellbasierten Assays mit CLE und oraler .
Provokationstestung (P1, P6, P7)
MS3 Untersuchung der Allergen-Zell-Interaktion =
MsS4 Transkriptom- und Methylom-Analyse bei unterschiedlichen Entitéten =
Ergebnisse:
Meilensteinnr. | Ergebnisse

MS1 - Rekombinante Herstellung der Proteine rTri a 28, rTri a 36, rTria 26.0101, rTri a 26.0201

- ldentifizierung neuer Allergene aus verschiedenen naturlichen Extrakten aus Lupinen-
und Weizenmehlen
- Aufreinigung naturlicher hydrophiler (niedermolekularer) und hydrophober Proteine und
IgE Testung

- Verdauungsexperimente mit natirlichen Aspiraten und Kultivierungsexperimente aus P2

MS2 Antikdrper- und Zell-basierte Diagnostik durch:
- Immunoblot
- Basophiler Aktivierungstest (BAT)

MS2A Die Kreuzevaluierung von Konfokaler Laserendomikroskopie (CLE) Ergebnissen bzw. oralem
Provokationstest mit zellbasierten Verfahren.

MS3 Stimulation von Epithelkrebszellen aus Darm und Lunge mit Allergenen mit anschlie3ender
Zytokinbestimmung mittels ELISA. Anwendung auf Primérzellen (P1).

MS4 Identifizierung von genetischen Biomarkern (Transkriptom und Methylom) aus Vollblutproben
von WA, CD und NCWS Patienten. Bestimmung von krankheitsrelevanten Signalwegen und
Entwicklung von Biomarkertests mittels Western Blot.

4. Zusammenarbeit mit anderen Stellen.
Universitat zu Lubeck — PI Prof. Dr. med. Christian Sina, Partner Dr. Yves Laumonnier
Universitat zu Hohenheim — PI Prof. Dr. med. Stephan Bischoff
Perfood GmbH — Ansprechpartner Dominik Burziwoda
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Il. Eingehende Darstellung
1. der Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen, mit Gegeniberstellung

der vorgegebenen Ziele,
Meilenstein 1
Wir haben optimierte Verfahren zur Aufreinigung von natirlichen hydrophilen (niedermolekularen) und
hydrophoben Proteinen entwickelt. Diese werden voraussichtlich bis Ende 2026 veroffentlicht. Zudem
konnten wir in unserem niedermolekularen Extrakt ein neues Weizenallergen bestimmen, welches wir bei
der WHO/IUIS zur Anmeldung eingereicht haben (Vorstellung erster Ergebnisse auf dem Kongress der
European Academy for Allergy and Clinical Immunology (EAACI) in Glasgow am 15.6.25); Publikation in
Arbeit). Neben Weizenallergikern haben einige Patienten mit negativer Weizenroutinediagnostik aus
Borstel und Libeck eine IgE-Reaktion auf dieses Allergen gezeigt. Dies bedeutet eine mdgliche
Anwendung dieses Allergens in der Routinediagnostik. Wir versuchen momentan im Zusammenhang mit
der Allergenanmeldung den Einfluss von kreuzreaktiven Kohlenhydratseitenketten (CCDs)
auszuschlief3en.
Die IgE Diagnostik via Western Blot mit von uns rekombinant hergestellten bekannten Weizenallergenen
zeigte, dass rTri a 36 die bereits bestehende Routinediagnostik fir WDEIA Patienten unterstitzen kdnnte.
Dies wird in Zukunft mit gro3eren Patientenzahlen tberpriift werden.

Meilenstein 2
Das neue Allergen kann bereits in der Blot-basierten IgE Diagnostik eingesetzt werden. Verfahren sind in
Arbeit, um das neue Allergen weiter fur die Routinediagnostik und den BAT vorzubereiten.

Meilenstein 2A

Unsere Allergentests zeigten keinen Zusammenhang mit dem oralen Provokationstest (durchgefiihrt von
P1). Eine Kreuzevaluierung mit den Daten der Konfokalen Laserendomikroskopie (CLE) durchgefiihrt von
der Universitat Libeck wurde aufgrund der dortigen Ergebnisse nicht in Betracht gezogen. Flr einige
Patienten wurde der BAT bereits durchgefiihrt, das Ergebnis ist, dass der BAT bezuglich der
Patientenauswahl und der Allergenkonzentrationen noch optimiert werden muss, bevor eine
Kreuzevaluierung mit dem DBPCFC mdglich ist.

Meilenstein 3

Wir konnten erfolgreich die Darmepithelzellen aus einer Krebszelllinie stimulieren. Dabei stellten wir eine
verstarkte Produktion eines bisher fur Weizen nicht beschriebenen Markerproteins mittels RT-qgPCR
(RNA) und ELISA (Protein) fest. Basierend auf diesen Ergebnissen ergab sich eine Kooperation mit der
Universitat Lubeck, die noch andauert. Dort wird der Einfluss unserer Extrakte auf die Barrierefunktion
des Epithels bestimmt, wobei erste vielversprechende Ergebnisse Ubermitteln worden sind.
Voraussichtlich erfolgt eine Publikation in 2026.

Meilenstein 4

Trotz der COVID-bedingten Verzégerungen im Sampling konnten auch Dank der Laufzeitverlangerung
die im Antrag avisierten Patienten- und Probandenzahlen akquiriert und untersucht werden. Wir haben
erfolgreich DNA und RNA aus Blutproben von WA- und NCWS-Patienten sowie gesunden Kontrollen
isoliert. Die Qualitatsuntersuchungen waren positiv. Die Transkriptom- und Methylomuntersuchungen
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wurden erfolgreich durchgefiihrt. Die Daten der Transkriptom- und Methylom-Analysen werden zurzeit
ausgewertet und kénnen voraussichtlich in 2026 publiziert werden.

2. der wichtigsten Positionen des zahlenmé&Rigen Nachweises,

Nachfolgend haben wir die gro3ten Kostenpunkte fur das Projekt aufgelistet (01.07.2021-31.12.2024):
Bundesanteil/Forderquote = 100%

Position: Positionsbezeichnung im VN: Summe der Ausgaben:
0812 Beschéftigte E12-E15 270.321,60 €
0817 Beschaftigte E1-E11 109.719,36 €
0820 Lohnempfanger(innen) / Sonstige -€
0822 Beschaftigungsentgelte -€
0831 Gegenstande bis 800/410/400€ -€
0834 Mieten und Rechnerkosten -€
0835 Vergabe von Auftrdgen -€
0843 Sonstige allgemeine Verwaltungsausgaben 157.455,25 €
0846 Dienstreisen 2.771,04 €
0850 Gegenstande > 800/410/400 € 63.553,64 €

Zeile 14 Entstandene Ausgaben insgesamt 603.820,89 €

Zeile 15 Anteil Eigenmittel It. Finanzierungsplan -€

i Mittel Dritter und Einnahmen It.
Zeile 16 . . . -€
Finanzierungsplan ohne Zeile 17
i Weitere Mittel Dritter und Einnahmen ohne Zeile
Zeile 17 . -€
16 gem. NB (Bundesanteil)
Verbleibender Anteil des Bundes (14 ./. 15 ./. 16 ./.
Zeile 18 17) ( 603.820,89 €

Ver_1.00.01.08.2023

3. der Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit,
Wir konnten unsere Ziele in P3 groldtenteils erreichen bzw. so weit voranbringen, dass die Arbeit an der
Diagnostikverbesserung fortgesetzt werden kann und relevante Publikationen entstehen werden. Dies
war nur moglich Dank der Forderung, die die Anschaffung einer AKTA Pure25 Maschine und die
Anstellung der Postdoktorandin und Technischen Assistentin ermdglichte. Neben notwendigen
Laborausgaben waren die Gerateanschaffung und die Personalkosten dringend notwendig fur die
Durchfuihrung der in den Meilensteinen beschriebenen Arbeiten. Die Postdoktorandin und Technische
Assistentin wirkten beide entscheidend beim Fortschritt der Meilensteine 1-3 mit. Die Technische
Assistentin und Postdoktorandin haben in MS1 die Aufreinigung der rekombinanten und naturlichen
Proteine und deren Verwendung in Western Blot fir MS2 vorgenommen. Ebenso fuhrte die technische
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Assistentin technische Arbeiten zur Transkriptom- und Methylom-Analyse durch. Die Allergenanmeldung,
sowie die Vorbereitung fur den BAT fiihrt die Postdoktorandin durch. Die Technische Assistentin hatte in
MS3 aufgrund ihrer groBen Expertise die Zellkulturexperimente durchgefiihrt, wahrend die
Postdoktorandin sich mit der Datenanalyse, der Etablierung eines RT-qPCR Assays und der
Durchfuhrung der ELISA Assays befasste. Zudem beschéftigte sie sich mit der Datenanalyse und
Literaturrecherche fir die Experimente und derzeitige/zukiinftige Prasentationen und Publikationen.

4. des voraussichtlichen Nutzens, insbesondere der Verwertbarkeit des Ergebnisses im Sinne des
fortgeschriebenen Verwertungsplans,
Wir haben eine gute Basis fur eine Reihe von Publikationen in Bezug auf innovative Methodik
(Aufreinigung bestimmter Proteingruppen von Weizen), Pathogenese (Allergen-Zell Interaktion), und den
gesammelten Patientendaten (neues Allergen, genetische Biomarker). Diese Publikationen sind teilweise
schon in Arbeit und werden voraussichtlich in 2026 veré6ffentlicht werden. Bisherige Fallbeispiele und
Patientendaten wurden bereits bei einigen Fachkongressen national und international vorgestellt, und die
anstehenden Datenanalysen sind eine gute Basis fir die Verbreitung bei weiteren Kongressen.

5. des wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordenen Fortschritts auf dem
Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen,
Hinsichtlich der Kreuzevaluierung, die fir MS2A erfolgen soll, kbnnen wir die Ergebnisse nicht mit den
CLE Resultaten von P1 vergleichen, sondern werden stattdessen die Daten der Provokationstests
nehmen. Der CLE ist fir die Anwendung zur Erkennung einer Weizensensitivitat bei Patienten mit
Reizdarmsyndrom ungeeignet, wie in der Studie von Borjaski et al. (Gut, 2022) beschrieben.

6. der erfolgten oder geplanten Veroffentlichungen des Ergebnisses nach Nr. 5 NABF.

e Abu Risha M, Rick EM, Plum M, Jappe U. Legume Allergens: Pea, Chickpea, Lentil, Lupine and
Beyond. Curr Allergy Asthma Rep, 2024 Sep;24(9):527-548. DOI: 10.1007/s11882-024-01165-7

e [Abstract] E. M. Rick, M. Raulf, A. Recke, U. Jappe. Different phenotypes of wheat allergy — Expect
the unexpected. Allergy, 2023; 78(S112). DOI: https://doi.org/10.1111/all.15925

e [Abstract] E. Rick, M. Plum, U. Jappe: New WDEIA-associated allergens: Is there a summation effect
possible? Allergologie, Jahrgang 47, 2/2024, p. 87-104. DOI 10.5414/ALX02468

e [Abstract] E. M. Rick, V. Tetzlaf-Lelleck, A. Kordowski, Y. Laumonnier, C. Sina, U. Jappe: Wheat
endoglucanase — a novel food allergen. Allergy [Publikation in Arbeit]

Wenn zur Wahrung berechtigter Interessen des Zuwendungsempfangers oder Dritter oder aus anderen
sachlichen Gesichtspunkten bestimmte Einzelheiten aus dem Bericht vertraulich zu behandeln sind (z.B. zur
Wahrung der Prioritéat bei Schutzrechtsanmeldungen), so hat der Zuwendungsempfanger den Zuwendungsgeber
ausdrucklich darauf hinzuweisen.



