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| Kurze Darstellung

1. Urspringliche Aufgabenstellung

Ubergeordnetes Ziel dieses innovativen und explorativen Verbundprojektes war es, durch eine
bestimmte Erndhrungsweise von Sauglingen das Auftreten von Nahrungsmittelallergien zu
reduzieren (Primarpravention von Nahrungsmittelallergien). Das Teilprojekt D war an der
Entwicklung des hierzu ndétigen Allergen-Testgebdcks beteiligt, und an der
studienbegleitenden Qualitatskontrolle (ELISA, RBL-Zell Mediatorfreisetzungstest) beztiglich
der Parameter Allergengehalt, Homogenitat und Allergenitat. Darlber hinaus sollten neue
tierversuchsfreie Analysemethoden entwickelt werden, die idealerweise als Schnellteste den
Nachweis der Allergene Erdnuss, Haselnuss, Huhnerei und Kuhmilch ermdglichen.
Analytische  Methoden zum  Allergennachweis unterstiitzen das risikobasierte
Allergenmanagement seitens der Herstellung von Lebensmitteln sowie auf amtlicher Seite die
Verifizierung verpflichtender Allergenkennzeichnung sowie vorbeugender Hinweise auf
ungewollte Allergeneintréage. Eine verbesserte Allergenkennzeichnung kann Allergikern helfen
eine Auswahl von sicheren Lebensmitteln zu treffen, um allergische Reaktionen zu vermeiden.
Dies ist insbesondere vor dem Hintergrund noch fehlender wirksamer kausal-therapeutischer

Anséatze und dem Risiko mdglicher schwerer allergischer Reaktionen wichtig.

2. Ablauf des Vorhabens

Das Vorhaben wurde gemald des Fordermittelantrags und des Verlangerungsantrags
bearbeitet. Durch unvorhersehbare EinflussgréfRen (insbesondere Corona-Pandemie), kam es
zu Abweichungen des Standes des Vorhabens mit der urspriinglichen Arbeits-, Zeit- und
Ausgabenplanung. Mithilfe der kostendeckenden Verlangerung dieses Teilprojektes bis
30.06.2024 sowie Anpassungen in der Reihenfolge der Durchfiihrung von Testentwicklungen
sowie erganzender Ausrichtung auch bezlglich optionaler Ldsungsstrategien konnten

entstandene Verzogerungen und Einschrankungen in grof3en Teilen kompensiert werden.

3. Wesentliche Ergebnisse sowie Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die mit kommerziellen ELISA gemessenen Allergengehalte (Erdnuss, Haselnuss, Hihnerei,
Kuhmilch) sowie die mittels RBL-Zell Mediatorfreisetzungstest bestimmte allergene Potenz
(Erdnuss, Huhnerei/ Kuhmilch) bestatigte auf einem hohen Niveau die gleichbleibende Qualitat
der fur die explorative Studie (Klinikum der Goethe-Universitat (KGU) Frankfurt am Main,
Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin; Charité, Universitatsmedizin Berlin, Klinik fir Padiatrie
m. S. Pneumologie, Immunologie und Intensivmedizin) notwendigen Testgebdck Chargen
(Fickenschers Backhaus GmbH) tUber den gesamten Studienzeitraum. In diesem Teilprojekt
wurden verschiedene spezifische tierversuchsfreie Reagenzien sowie Nachweismethoden fur
die Allergene Erdnuss, Haselnuss, Hiihnerei und Kuhmilch entwickelt. Es wurde demonstriert,

dass mittels DNA-basiertem LAMP-Rohrchentest fir Erdnuss und Haselnuss jeweils hoch
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spezifische und sensitive tierversuchsfreie Schnelltests entwickelt werden konnten, welche
einen Haselnuss- bzw. Erdnuss-Nachweis binnen 60 min in komplexen verarbeiteten
Lebensmitteln (Geback, Schokolade) mit einfacher visueller Farbdetektion ermdéglichen. Mit
der zu tierischen Antikérpern alternativen Strategie der Entwicklung von Allergen-spezifischen
Aptameren, also synthetischen Nukleinséuren, die an die Proteine (Allergene) binden, konnte
fur Erdnuss, Hiuhnerei und Kuhmilch gezeigt werden, dass sich Allergen-spezifische Aptamere
anreichern lassen. Mit den dann identifizierten und synthetisch hergestellten Aptameren liel3en
sich Nachweisverfahren (Western Blot, Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR),
Enzyme-linked Aptamer Assay (ELAA) vergleichbar zu Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA)) aufbauen, wie sie derzeit mit Antikrpern durchgefuhrt werden. Dabei zeigte sich fur
den Nachweis von Erdnuss Hauptallergene Ara h 1, dass unter Verwendung von Aptamer als
Bindepartner im indirekten ELAA im Mikrotiterplatten Format eine Sensitivitat erreicht werden
kann, wie sie fur den Ara h 1 Nachweis mit Antikdrpern im sogenannten ELISA Format
publiziert ist. Damit wurden im Bereich tierversuchsfreier Methoden neue Ansatze entwickelt,
die im Falle der LAMP-Methoden bereits direkt einsetzbar sind, oder im Falle der Aptamer-
Identifizierung weiterentwickelt werden konnen. Insgesamt kann mit den entwickelten
tierversuchsfreien Methoden die Qualitat und Sicherheit von Lebensmitteln bezlglich der
Allergenitat kontrolliert und verbessert werden. Mit den entwickelten und eingesetzten
Methoden kann zudem die Bewertung der Qualitdt von Allergen-Préparationen fur die

Diagnostik und Therapie von Nahrungsmittelallergien unterstitzt werden.

Il Eingehende Darstellung

1 Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses mit Gegenuberstellung
der vorgegebenen Ziele

1.1 Rezepturfindung des allergenhaltigen Gebacks

Bei der Gebackentwicklung handelte es sich um einen mehrstufigen Prozess: Rohstoff- und
Rezepturfindung (Backerei - PEI - Charité/KGU) — Herstellung (Backerei) — Qualitatsanalysen
(PEI) — Modifizierungen der Rezept- und Backprozesse (Backerei) - erneute Qualitdtsanalysen
zu Allergengehalt und Homogenitat (PEI) bevor das Gebéck schlie3lich als gemahlenes
Endprodukt fiir die explorative Studie (Charité/KGU) zur Verfiigung gestellt werden konnte.
Das PEI uberprifte die Herstellerangaben zum Proteingehalt der allergenen Zutaten Erdnuss
(Mehl), Haselnuss (Mehl), Huhnerei (Pulver) und Kuhmilch (Pulver), sowie von Weizen (Mehl)
als Basiszutat mit der Kjeldahl Gesamtstickstoff Methode. Mit den experimentell bestimmten
Werten, unter Bertcksichtigung des vorher bestimmten Wasserverlustes, wurden die
Gesamtproteinwerte der einzelnen allergenen Zutaten im Geback fir jede Stufe gemanR den
rezepturmafiigen Anteilen kalkuliert.



1.2 Qualitative und quantitative Gebackanalyse, Studienbegleitende Qualitatskontrolle
Im weiteren Verlauf der quantitativen Analyse der Allergengehalte der einzelnen Stufen im
vermahlenen Geback wurden die Gehalte von Erdnuss, Haselnuss, Milch, und Ei in allen
Stufen 1 bis 4 in jeweils drei unabhangigen Probennahmen (3 abgeflilite Glaschen je Stufe)
mittels kommerzieller allergenspezifischer ELISA untersucht. Nach Optimierung der Rezeptur
lagen die Schwankungen Uber alle Allergene und Stufen unterhalb 30 %, also ausreichend
niedrig fur die Unterscheidung der rezepturmaiigen Stufensteigerungen von Faktor 5. Mittels
ELISA konnten die Stufensteigerungen der Allergengehalte analytisch verifiziert werden. Um
die allergene Potenz des Testgebacks zu bestatigen, wurde die Durchfihrung von
Mediatorfreisetzungstests auf der Basis einer permanent kultivierten ,rat basophilic leukemia“
(RBL)-Zelle [Vogel L et al., 2005; 2006] durchgefihrt. Hierzu mussten zunachst geeignete
Humanseren bzw. Plasmaproben mit allergenspezifischer Sensibilisierung (spezifisches IgE)
zur passiven Sensibilisierung der Zellen identifiziert werden. Die Seren bzw. Plasma sollten
idealerweise monospezifisch IgE gegen nur eines der vier Allergene und sonst auch keine
Spezifitat gegen Weizen aufweisen, um Einzelallergen-spezifische Ergebnisse zu erhalten.
Das PEI hat verschiedene kommerzielle Serum- bzw. Plasmaangebote gepriift und hieraus
die bestmdéglichen Plasmaproben in Vortestungen gegen die Einzelallergene und Weizen
identifiziert. Die schlieBlich als einsetzbar und aussagekraftig beurteilten kommerziellen
Plasmaproben stammten von Sensibilisierten mit spezifischem IgE gegen Erdnussprotein bzw.
mit spezifischem IgE gegen Ei- und Milchprotein. Fur den Nachweis von Haselnuss konnte
kein geeignetes Humanserum —oder Plasma identifiziert werden, das in der notwendigen
Menge und Spezifitdt zur Verfugung stand. Damit wurde anhand der untersuchten Parameter
Erdnuss und Ei/ Milch demonstriert, dass Uber die gesamte Studiendauer die verschiedenen
Chargen des Testgebécks in allen jeweils vergleichbaren Stufen eine vergleichbare allergene
Potenz aufweisen.

1.3 Entwicklung Aptamer-basierter Schnelltests zum qualitativen Allergennachweis

Mittels eines zunachst etablierten SELEX-Prozesses (Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment) wurden Aptamere (synthetische Oligonukleotide) aus einer
sogenannten Aptamer ,Random Library“ gegen einzelne Allergenkomponenten Gber mehrere
Zyklen selektiv angereichert, was mittels NGS (next generation sequencing) monitoriert wurde.
Zudem wurde in Abhangigkeit der zunehmenden Anreichungszyklen die Intensitat der
Aptamer-Bindung an die Zielallergene mittels ELISA-&hnlicher Technik ELAA (Enzyme-linked
Aptamer Assay) sowie SPR (Surface Plasmon Resonanz) Technik Uberpruft, nachdem diese
Techniken fur das Projekt etabliert und optimiert wurden. Aptamere wurden gegen Erdnuss
(Einzelallergene: Arah 1, Arah 2, Arah 3), Hihnerei (Einzelallergene: Gald 1, Gald 2,
Gal d 3, Gal d 4) und Kuhmilch (Einzelallergene: Bos d 4, Bos d 5, Bos d 8) selektiert. Fir die

daftr notwendigen Einzelallergene wurden kommerzielle Praparationen eingesetzt oder im
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Fall von Erdnuss selbst chromatografisch gereinigt. Eine Selektionierung von Haselnuss-
spezifischen Aptameren war aufgrund von Einschrankungen wéhrend der Corona-Pandemie
(limitierter Zugang zu spezifischen Reagenzien, Verbrauchsmitteln und Grol3geréten) nicht
moglich. Hier wurde insbesondere das optionale Ziel der Entwicklung einer DNA-basierten
Schnellmethode verfolgt (siehe 1.4), welches parallel zu laufenden SELEX-Arbeiten fur andere
Allergene angegangen wurde.

Aptamere wurden erfolgreich gegen die Nahrungsmittelallergene Erdnuss, Hihnerei und
Kuhmilch entwickelt. Fur den Nachweis von Erdnuss und Hihnerei konnten verschiedene
Tests (ELAA; Western Blot; SPR) entwickelt werden. Die Selektionierung und Aufklarung der
Kuhmilch-spezifischen Aptamere erfolgte erst im Verlangerungszeitraum 01-06/2024. Eine
Entwicklung von Nachweismethoden war damit zeitlich nicht mehr méglich.

Urspriingliches Ziel war die Entwicklung von Streifen-Schnelltests mit allergenspezifischen
Aptameren. Es konnte jedoch keine Ausbildung der zweiseitigen Allergenbindung durch zwei
Aptamere erreicht werden. Verschiedene Parameter, wie Aptamer Kombinationen,
Konzentrationen, Puffer und Zusatze sowie Reaktionszeiten wurden variiert. Eine Ausbildung
von [Aptamer/Ara h 1/Aptamer] Sandwich-Komplexen konnte dennoch im Streifentest nicht
erzielt werden. Hingegen zeigte sich der erste erfolgreiche Einsatz der Ara h 1-spezifischen
Aptamere in verschiedenen mikrotiterplattenbasierten und insbesondere indirekten ELISA-
ahnlichen Assaysystemen (ELAA) mit Ara h 1 an der Festphase, welche weiter optimiert
wurden. Durch Anpassung des Kopplungspuffers und in der Folge durch eine verbesserte
Bindung von Ara h 1 an die Assayplatte konnte die Sensitivitat in den Bereich von wenigen ng
Ara h 1 je ml Puffer gesteigert werden. Dies entspricht einer Sensitivitdt wie sie fir
antikorperbasierte Nachweise von Ara h 1 mittels ELISA publiziert wurde [Filep S et al., 2018].
Zudem konnte mit dem Ara h 1-spezifischen ELAA Erdnuss konzentrationsabhangig in
gebackenen Keksen nachgewiesen werden. Die Ergebnisse zum Erdnussnachweis mittels
Aptameren wurden verdéffentlicht [Schéafer et al., 2024a]. Der spezifische Aptamer-Nachweis
von Erdnuss Ara h 1 in Mikrotiterplatte wurde hiermit erstmals veréffentlicht und hat beziglich
des Formats Bedeutung, da bisherige Antikorper-basierte Nachweise von Allergenen wie
Arah 1 hauptséchlich im Mikrotiterplatten Format erfolgen. Zudem konnten Arah 1-
spezifische Aptamere auch in SPR- und Western Blot Formaten erfolgreich zum Ara h 1- bzw.
Erdnussnachweis eingesetzt werden.

Huhnerei-spezifische Aptamere konnten erfolgreich in ELAA und Western Blot zum
spezifischen Nachweis der  jeweiligen Einzelallergene aber auch des

konzentrationsabhangigen Nachweises von Ei als Allergen in Nudeln eingesetzt werden.

1.4 Entwicklung DNA-basierter Schnelltests zum qualitativen Allergennachweis
Im Rahmen des Projekts wurde neben der Entwicklung von Aptameren zum Ersatz von

Antikérpern eine DNA-amplifikationsbasierte Strategie verfolgt, welche ebenfalls ohne die
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direkte oder indirekte Notwendigkeit von Tierversuchen auskommt. Dabei galt es allergen-
spezifische loop-mediated isothermal amplification (LAMP)-basierte R6hrchentests mit hoher
Sensitivitéat zu entwickeln, welche sich als Schnellmethode eignen. Nach Isolation der DNA
aus dem untersuchten Lebensmittel wurde eine einfache isothermale DNA-Amplifikation, in
der Regel binnen 60 min, durchgefiihrt. Ein positiver Nachweis ergab sich beispielsweise
durch Farbumschlag des Ansatzes oder Nachweis der Amplifikate in einem zusétzlichen
Streifentest. Durch die isothermale Ampilifikation und den visuellen Farbumschlag lasst sich
auf apparative Analysegerate verzichten. Die Durchfiihrung ist zudem schnell und einfach und
damit fur den Schnellnachweis pradestiniert.

Fur Haselnuss und fur Erdnuss wurden jeweils verschiedene Nachweisgene bezuglich
Eignung zum sensitiven und spezifischen Nachweis experimentell untersucht. Hierzu wurden
geeignete Primer Kombinationen entwickelt und empirisch bezuglich Sensitivitat und Spezifitat
geprift. Die besten Primer Kombinationen und die chemischen Parameter wurden optimiert.
So konnte ein entsprechender Nachweis binnen 60 min isothermaler Amplifikation mit
Farbumschlag als einfache Detektion gelingen.

Im Fall von Haselnuss wurde die Spezifitdt gegentber 22 weiteren Lebensmitteln, die u.a.
Relevanz hinsichtlich der Deklarationspflicht geman der Lebensmittelinformationsverordnung
(EU) Nr. 1169/2011 besitzen, geprift. Alle getesteten Lebensmittel fihrten zu einem negativen
Ergebnis. Ausschlie3lich Haselnuss wies ein positives Ergebnis auf, was die hohe Spezifitat
der Methode demonstrierte. Zur Validierung und Eignungstestung wurden 15 kommerziell
erworbene Lebensmittel untersucht, welche gemal Zutatenverzeichnis entweder keine
Haselnuss oder Haselnuss als Zutat zwischen 2 und 30% enthielten bzw. lediglich mit
Allergenhinweise (PAL, precautionary allergen labelling) auf den Lebensmitteln versehen war.
Die Ergebnisse waren im Einklang mit den Herstellerangaben, da ausschliel3lich die
Lebensmittel mit Haselnuss als Zutat positiv detektiert wurden. Des Weiteren wurden drei
externe Laborvergleichsmaterialien der Firma DLA Proficiency Tests GmbH untersucht,
welche zur Validierung von Testsystemen geeignet waren. Referenzmaterial 1 stellte
Kartoffelpulver dar, welches mit unterschiedlichen Nussen dotiert war. Zweck der Testung war
die Bestatigung der Haselnussspezifitat unter phylogenetisch ahnlichen Nissen in einer
simulierten Testmatrix. Bei Referenzmaterial 2 handelte es sich um unterschiedlich
prozessierte Haselnlsse in Kartoffelpulver (gerdstet, ungerostet, Nusskrokant, Nussaufstrich
mit Kakao, Nougat). Verschiedene Verarbeitungsprozesse kénnen einen nicht unerheblichen
Einfluss auf die Detektierbarkeit von Haselntissen in Lebensmitteln haben. Die Testung dieses
Referenzmaterials diente dazu, die Robustheit der Methode beziglich Haselnuss
Prozessierung zu untersuchen. Dunkle Schokolade mit unterschiedlich dotierten
Haselnussgehalten représentierte Referenzmaterial 3. Die Untersuchung zielte auf die

Uberprufung der Sensitivitiat in einer komplexen Lebensmittelmatrix ab. Dariiber hinaus
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wurden Muffins mit bekannten ansteigenden Gehalten von Haselnuss zur Simulation von
thermischer Prozessierung unter matrixabhangigen Bedingungen gebacken und analysiert.
Die Untersuchungen aller Proben waren erfolgreich, da ein positiver Nachweis unabhangig
von Matrix oder Prozessierung bei allen haselnusshaltigen Proben erfolgte. Die Sensitivitét
betrug im Falle der Schokolade 5 mg/kg und im Falle der Muffins 10 mg/kg. 1 mg/kg Haselnuss
in Muffin (0,0001 % entsprechend) konnte in sieben von acht Fallen ebenfalls positiv
nachgewiesen werden. Die Methode und gewonnenen Ergebnisse wurden veréffentlicht
(Schafer et al., 2024Db).

Die Ergebnisse der noch nicht vertffentlichten Erdnuss-LAMP wiesen in eine &hnliche
Richtung. Details hierzu enthalt der unveréffentlichte Sachbericht 11l. Ein Nachweis fur Milch-
oder Ei mittels DNA-basierter LAMP erschien nicht sinnvoll, da andere Gewebe aus Kuh bzw.
Huhn (z.B. Muskelfleisch) zu falsch positiven Ergebnissen flihren wirden.

Fazit: In diesem Teilprojekt D des Verbundprojektes Solids-by-Kiss wurden verschiedene
spezifische tierversuchsfreie Reagenzien (synthetische Aptamere, synthetische Primer) sowie
Nachweismethoden (ELAA, Western Blot, SPR, LAMP) flr die Allergene Erdnuss, Haselnuss,
Huhnerei und Kuhmilch entwickelt. Es wurde demonstriert, dass mittels LAMP-R6hrchentest
fur Erdnuss und Haselnuss jeweils hoch spezifische und sensitive tierversuchsfreie
Schnelltests entwickelt werden konnten, welche einen Haselnuss- bzw. Erdnuss-Nachweis
binnen 60 min in komplexen verarbeiteten Lebensmitteln (Geback, Schokolade) mit einfacher
Farbdetektion ermdglichen. Im Falle der Aptamer-basierten Nachweise von Erdnuss und
Huhnerei, sowie mit der Selektion von Kuhmilch-Aptameren wurden grundsatzliche
Voraussetzungen im antikorperfreien direkten Nachweis von Allergenen (Proteinen)
geschaffen, um tierversuchsfreie = Nachweismethoden fiir allergene  Proteine

weiterzuentwickeln.

2. Wichtigste Posten des Zahlenmafiigen Nachweises
Die Zuwendung wurde fur Personalmittel (126.959,01.- €), Sachmittel (50.430,31.- €) sowie
Dienstreisen (1.480,15.- €) verwendet.

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeit

Zur Durchfihrung des geplanten Forschungsvorhabens standen den beteiligten
Projektpartnern keine oder nur eingeschréankte Personal- und Sachmittel zur Verfiigung. Daher
hatte das Projekt ohne staatliche Forderung nicht durchgefiihrt werden kénnen. Insgesamt bot
dieses innovative und explorative Vorhaben von der Entwicklung des Allergen-Testgebacks
Uber die verifizierte Analyse (ELISA, RBL-Zell Mediatorfreisetzungstest) der Allergengehalte,
Homogenitat und Allergenitat bis hin zur Anwendung mittels klinischer Validierung unter

Einbeziehung von Erfahrungen, Erwartungen und Winschen der betroffene Verbraucher-/
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Patientengruppe hervorragende Chancen: sowohl klinisch-wissenschatftliche Erkenntnisse zur
Allergiepravention zu gewinnen, die Eingang in die Leitlinien zur Allergiepravention finden
kdnnen, als auch technisch Analysemethoden zu verbessern (mdgliche Einbringung als 8§64
LFGB ASU-Methode; insbesondere der LAMP-Methoden). Dabei kénnen diese
tierversuchsfreien Tests grundsétzlich als Verifizierungsmethoden oder als Screening
Methoden fir Ausschlusstestungen (im Bereich definierter quantitativer Abwesenheit)
eingesetzt werden. Das Verbundprojekt stellte eine hervorragende Kombination dar, neue
Ergebnisse aus der Wissenschaft mittels Kooperation von Wirtschaft und Wissenschaft
wirtschattlich erfolgsversprechend und dazu noch ern&hrungs- und verbraucherpolitisch

umzusetzen.

4. Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die Erkenntnisse in der studienbegleitenden Qualitatskontrolle von Testgeback lasst sich auf
zukinftige vergleichbare Studien anwenden und so die Vergleichbarkeit der Qualitat
(Homogenitat, Allergengehalt; Allergenitdt) von Allergenpraparationen Uber den
Studienverlauf prufen. Eine Veroffentlichung der gewonnen Erkenntnisse Uber den mit
kommerziellen ELISA gemessenen Allergengehalten (Erdnuss, Haselnhuss, Huhnerei,
Kuhmilch) sowie die allergene Potenz (Erdnuss, Huhnerei/ Kuhmilch) mittels RBL-Zell
Mediatorfreisetzungstest wird deshalb im Rahmen der Publikationen der klinischen Partner
und/oder als separate Publikation angestrebt.

Durch Vertffentlichung der Ergebnisse dber die entwickelten tierversuchsfreien
Allergennachweismethoden sollen solche Methoden (Aptamer-basierter Proteinnachweis;
DNA-basierter LAMP-Nachweis) zum Nachweis von Nahrungsmittelallergenen (Erdnuss,
Haselnuss, Huhnerei, Kuhmilch) zur Verfigung gestellt werden, die aufgrund der
zugrundeliegenden synthetischen und transparent gemachten Reagenzien prinzipiell in
qualifizierten Laboren der Lebensmittelhersteller, Handelslaboren - oder amtlichen
Lebensmitteliiberwachung implementiert werden koénnen. Dariliber hinaus bietet die
Veroffentlichung der Methoden einen Impuls fir Hersteller von Fertigreagenzien, potenziellen
Anwendern solche Methoden als einfache ,ready-to-use“ Applikationen kommerziell
anzubieten. Insbesondere die DNA-basierten LAMP-Schnellmethoden stellen eine neue
Kategorie von hoch sensitiven und spezifischen tierversuchsfreien Schnelltests dar, welche
als Vorab-Screening-Methode in Erganzung zu den apparativen ,state-of-the-art® qPCR-
Methoden eingesetzt werden koénnen. Deshalb wird angestrebt diese Methoden dem
Fachkreis der Amtlichen Lebensmitteliberwachung als potenziell neue ASU (Amtliche
Sammlung von Untersuchungsverfahren) - Methode nach 8§64 Lebensmittel-,
Bedarfsgegenstande- und Futtermittelgesetzbuch vorzustellen. Insgesamt kann mit den

entwickelten tierversuchsfreien Methoden die Qualitdt und Sicherheit von Lebensmitteln
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beziglich der Allergenitat kontrolliert und verbessert werden. Die Qualitéat von Allergen-
Praparationen fur die Diagnostik und Therapie von Nahrungsmittelallergien kann mit den
entwickelten und eingesetzten Methoden unterstutzt und bewertet werden.

5. Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Im Bereich des LAMP-Nachweises von Erdnuss bzw. Haselnuss wurden zwei Methoden
beschrieben [Sheu SC et al., 2018; Zhang F et al., 2022], die in der Sensitivitat im Bereich von
0,01 % (100 mg/kg), nicht aber wie in diesem Projekt beschrieben im Bereich von 0,001-
0,0001 % (10-1 mg/kg) liegen. Letzteres ist erforderlich, um den Allergennachweis im Bereich
von Kklinisch relevanten Auslésemengen in ublichen PortionsgroRen zu ermadglichen
[Holzhauser T et al., 2020; Houben GF et al., 2020].

Fur Haselnuss wurden nach unserem Stand der Recherche bisher keine Aptamere
veroffentlicht, hingegen aber Aptamere gegen Erdnuss (Ara h 1), Kuhmilch (alpha-
Lactalbumin, beta-Lactoglobulin) und Huhnerei (Lysozym und weitere). Bisher wurden nach
unserem Stand keine dieser Aptamere in Verbindung mit Mikrotiterplatten ELAA oder
Streifentest Formaten veroffentlicht.

6. Erfolgte oder geplante Vertffentlichungen

6.1 Vortrage und Poster

Vortrage:

» Schafer, L., Miskey, C., Hein, S., Vdlker, E., Mayer, G., Holzhauser, T., Development of
aptamers for the specific detection of allergens. Retreat of the Paul-Ehrlich-Institut (29.-
30.09.2022, online).

» Schéfer, L., Miskey, C., Hein, S., Volker, E., Mayer, G., Holzhauser, T., Development of
aptamers for the specific detection of peanut allergen. International Symposium on Molecular
Allergology and the European Rhinallergy Meeting (ISMA-RHINA) (04.-05.11.2022, online).

» Schéfer, L., Miskey, C., Hein, S., Volker, E., Mayer, G., Holzhauser, T., Entwicklung von
neuen nukleinsaurebasierten Reagenzien zum spezifischen Nachweis von Allergenen.
Regionalverbandstagung der Lebensmittelchemischen Gesellschaft LChG (28.-29.03.2023,
Karlsruhe, Germany).

» Schéafer, L., Miskey, C., Hein, S., Volker, E., Reuter, A., Mayer, G., Holzhauser, T.,
Development, characterization and application of aptamers for the specific detection of peanut
and its major allergen Ara h 1. Retreat of the Paul-Ehrlich-Institut (06.-08.12.2023, Ronneburg,

Germany).

» Schéafer, L., Miskey, C., Hein, S., Volker, E., Reuter, A., Mayer, G., Holzhauser, T.,
Development, characterization and application of aptamers for the detection of the major
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peanut allergen Ara h 1. Frihjahrstagung der Deutschen Gesellschaft fur Allergologie und
klinische Immunologie e.V. (DGAKI), Mainzer Allergie Workshop (15.-16.03.2024, Mainz,
Germany).

Poster:

» Schafer, L., Eule, M., Volker, E., Holzhauser, T., Rapid, specific, and sensitive detection of
hazelnut allergen in food using colorimetric loop-mediated isothermal nucleic acid amplification
(LAMP). Deutsche Lebensmittelchemietage der Gesellschaft Deutscher Chemiker GDCh (21.-
23.08.2023, Bonn, Germany).

» Schafer, L., Miskey, C., Hein, S., Volker, E., Reuter, A., Mayer, G., Holzhauser, T.,
Development, characterization and application of aptamers for the detection and quantification
of the major peanut allergen Ara h 1. Congress of the European Academy of Allergy and
Clinical Immunology (EACCI) (31.05.-03.06.2024, Valencia, Spain).

6.2 Originalarbeiten (Fachzeitschriften)

Erfolgte Veroffentlichungen

» Schéfer, L., Miskey, C., Hein, S., Voélker, E., Reuter, A., Beyer, K., Ahrens, B., Mayer, G.,
Holzhauser, T. (2024a). DNA Meets Protein — Development, Characterization, and Application
of Aptamers against Peanut Allergen, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 72 (32),
18225-18233. https://doi.org/10.1021/acs.jafc.4c03948.

» Schéfer, L., Volker, E., Eule, M., Ahrens, B., Beyer, K., Holzhauser, T., (2024b) Development
and Validation of a Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) Method for the Rapid,
Sensitive, and Specific Detection of Hazelnut as an Allergen in Food Matrix, Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 72 (43), 24093-24100.
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.4c07076.

Geplante Veroffentlichungen

* Die Ergebnisse der Rezepturfindung und der produktionsbegleitenden Qualitatskontrolle der
Testgeback Chargen sind geplant einzeln oder in Kombination mit weiteren Daten der
Kooperationspartner (Charité, KGU, Béackerei) zu veroffentlichen.

* Es ist geplant die Ergebnisse der weiteren identifizierten Aptamere und deren Anwendung

zum Allergennachweis zu veroffentlichen.

* Die Entwicklung und Anwendung der Erdnuss-LAMP soll veréffentlicht werden.
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