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ZUSAMMENFASSUNG

Hausstaubmilben (Dermatophagoides spp.) sind winzige
GliederfuRer, die haufig in hauslichen Umgebungen
vorkommen - insbesondere an Orten, an denen sich Staub
und Feuchtigkeit ansammeln, wie Matratzen, Kissen und
Polstermobel. Ihre Haupthahrungsquelle sind abgestorbene
Hautzellen, die vom Menschen abgestolien werden.

Im Laufe ihres Lebenszyklus geben sie allergene Proteine wie
DERP1 ab - sowohl Uber ihre Ausscheidungen als auch durch
den Zerfall inrer Korper. Diese Substanzen sind starke Ausloser
allergischer Erkrankungen — darunter Atemwegserkrankungen
wie Asthma und Heuschnupfen sowie Hauterkrankungen wie
atopische Dermatitis, insbesondere bei empfindlichen oder
genetisch vorbelasteten Personen.

Dieser Bericht prasentiert die herausragenden Ergebnisse
einer experimentellen Untersuchung des Rosa’s Way®
Probiotic Spray — einer auf Bacillus-Bakterien basierenden
Formulierung, entwickelt von Biosphertia — zur Eliminierung
des Hauptallergens von Hausstaubmilben, DERP1, sowie
von Milbenkot und -Korperresten. Die Wirksamkeit des
Produkts wurde mithilfe fortschrittlicher biochemischer und
immunologischer Methoden bewertet.
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EINLEITUNG

Hausstaubmilben (HDM) sind mikroskopisch kleine Spinnentiere, die in Innenraumen
mit mafiger Luftfeuchtigkeit und Temperatur gedeihen — insbesondere in Matratzen,
Teppichen, Polstermobeln und Bettwaren. Die in Europa am haufigsten mit allergischen
Erkrankungen in Verbindung gebrachte Art ist Dermatophagoides pteronyssinus. Diese
Milben ernahren sich hauptsachlich von abgestorbenen menschlichen Hautschuppen
und sind nahezu weltweit in Haushalten verbreitet.

Allergische Reaktionen auf Hausstaubmilben (HDM) werden nicht durch die Milben
selbst ausgeldst, sondern durch Proteine, die in ihren Kotpartikeln, Sekreten und
zerfallenden Korpern enthalten sind. Diese Allergene gehdren zu den starksten
Auslosern von allergischer Rhinitis, Asthma und atopischer Dermatitis und betreffen
weltweit Millionen von Menschen. Epidemiologische Studien zeigen, dass bis

zu 85 % der Patientinnen und Patienten mit allergischem Asthma gegenuber
Hausstaubmilbenallergenen sensibilisiert sind. Diese Allergene werden regelmaliig
in Staubproben aus Wohnungen, Schulen und sogar Gesundheitseinrichtungen
nachgewiesen.

Zu den Symptomen einer Hausstaubmilbenallergie zahlen anhaltendes Niesen,
verstopfte Nase, pfeifende Atmung, Husten, Atemnot, Ekzemschube sowie juckende
oder tranende Augen. Diese Beschwerden beeintrachtigen die Lebensqualitat erheblich
und erfordern in vielen Fallen eine langfristige medikamentdse Behandlung.

Abbildung 1. Ein proprietares Konsortium sorgfaltig ausgewahlter Bacillus-Stamme mit synergistischer
Wirkung gegen Milben. Panel A: Bacillus-Kolonien auf einer Nahragarplatte. Panel B: Mikroskopische
Aufnahme von mit Maneval gefarbten Bakterienzellen.
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Der Anstieg allergischer Erkrankungen infolge der Exposition gegenuber
Hausstaubmilben (HDM) ist besonders in stadtischen und industrialisierten Regionen
besorgniserregend. Dort schaffen synthetische Bettmaterialien, unzureichende
Beluftung und ganzjahrige Innenraumheizung ideale Bedingungen fur die Vermehrung
von Milben.

Abbildung 1. Ein proprietares Konsortium sorgfaltig ausgewahlter Bacillus-Stamme

mit synergistischer Wirkung gegen Milben. Panel A: Bacillus-Kolonien auf einer
Nahragarplatte. Panel B: Mikroskopische Aufnahme von mit Maneval gefarbten
Bakterienzellen.

Daruber hinaus konnten der Klimawandel und die zunehmende globale Luftfeuchtigkeit
zur Ausbreitung von Lebensraumen der Hausstaubmilben beitragen und die
gesundheitliche Belastung der Bevolkerung weiter verscharfen.

Als Reaktion auf dieses wachsende Gesundheitsproblem besteht ein dringender Bedarf
an effektiven, sicheren und leicht zuganglichen Strategien zur Reduktion der Belastung
durch Milbenallergene. Zu den derzeit angewandten Methoden gehoren milbendichte
Bettbezuge, haufiges Waschen bei hohen Temperaturen, Luftentfeuchtung und

der Einsatz chemischer Akarizide. Viele dieser Ansatze sind jedoch nur begrenzt
wirksam oder gehen mit Nachteilen einher, wie etwa Toxizitat, Umweltbelastung oder
mangelnde Akzeptanz durch die Nutzer.

Angesichts der zunehmenden Ausbreitung von Hausstaubmilben und der wachsenden
gesundheitlichen Belastung gewinnen innovative Losungen zunehmend an
Bedeutung. Biologische Praparate auf Basis nicht-pathogener Bacillus-Stamme

bieten hierbei eine umweltfreundliche und sichere Alternative zu herkbmmlichen
Milbenbekampfungsmitteln. Indem sie gezielt die Lebensfunktionen der Milben

storen oder allergene Stoffe abbauen, leisten sie einen wertvollen Beitrag zu einem
ganzheitlichen und nachhaltigen Allergenmanagement.

Das eingesetzte Bacillus-Konsortium ist klinisch sicher und besonders

anwenderfreundlich. Es reizt weder Haut noch Atemwege, [asst sich muhelos als Spray
auftragen und erfordert keine besondere Reinigung im Anschluss an die Anwendung.
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METHODEN

Zusammenfassung der Methodik:

e Zur Detektion und Quantifizierung des Allergens Der p 1 wurden SDS-PAGE-
Elektrophorese sowie Western Blotting eingesetzt..

» Die enzymatische Aktivitat von Bacillus-Stammen gegen das Der-p-1-Protein sowie
der Abbau des Allergens wurden anhand der visuellen Bandeintensitat und durch
densitometrische Quantifizierung bestatigt.

e Der p 1ist ein hochstabiles, proteolyse-resistentes Protein; sein effektiver Abbau
stellt daher einen verlasslichen Indikator fur die enzymatische Wirksamkeit des
eingesetzten Bacillus-Konsortiums dar. Auch wenn sich dieser wissenschaftliche
Bericht ausschlielich auf Der p 1 als Marker fur die Entfernung milbenbezogener
Allergene und Ruckstande konzentrierte, lasst sich plausibel ableiten, dass auch
andere milbenabgeleitete Proteine — sowohl aus lebenden Organismen als auch aus
deren Ruckstanden — enzymatisch abgebaut werden kdnnen.

e Drei Quellen allergenen Materials wurden analysiert: gereinigtes Der-p-1-Protein,
Milbenexkremente sowie vollstandige Milbenkulturen.

e Das Rosa’s Way Probiotic Spray wurde auf die allergenen Quellen aufgetragen,
entweder auf Zellulosefiltern (feste Phase) oder in wassriger Suspension (flussige
Phase).

» Die Inkubation erfolgte bei 20 °C oder 37 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 80-90 %, um Bedingungen nachzubilden, wie sie typischerweise in Haushalten
vorkommen.

» Die Zeitverlaufsanalyse wurde uber einen Zeitraum von 1 bis 13 Tagen durchgefuhrt.

Methodikprotokoll:

Ein standardisiertes Verfahren zur Bewertung des Der-p-1-Allergenabbaus wurde
entwickelt, basierend auf einem dualen Nachweisansatz, der SDS-PAGE-Elektrophorese
mit Western Blotting kombiniert. Die Detektion des Dermatophagoides pteronyssinus.

Die Kalibrierung der Methode umfasste die Bestimmung der Nachweisempfindlichkeit
polyklonaler Anti-Der-p-1-Antikorper gegenuber gereinigtem Der-p-1 in Western Blot-
Analysen. Die enzymatische Abbaureaktion des Der-p-1-Proteins durch das Rosa’s
Way Probiotic Spray wurde bei kontrolliertem, neutralem pH-Wert und definierter
Luftfeuchtigkeit durchgefuhrt — unter Bedingungen, die der Umgebung eines belegten
Bettes wahrend des Nachtschlafs nachempfunden sind.

Fur die quantitative Auswertung wurden folgende Assay-Bedingungen festgelegt: eine

1:1000-Verdunnung der Antikdrper sowie eine Inkubationsdauer von 12 Stunden. > Pro
Reaktion wurden die folgenden Der-p-1-haltigen Materialien eingesetzt:
m
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(1) Gereinigtes Der-p-1-Protein:

10 pg des gereinigten Der-p-1-Proteins wurden in 5 pyl Reaktionspuffer gelost,
anschlielend auf 10 pl verdinnt und auf eine 5 mm grolRe Zellulosescheibe (Macherey-
Nagel N616) aufgetragen. Nach einer einstindigen Inkubation wurden 15 pl des Rosa’s
Way Probiotic Sprays zugegeben, und die Scheibe wurde bei 80-90 % Luftfeuchtigkeit
und 20 °C fur einen Zeitraum von 1 bis 13 Tagen inkubiert. Nach der Reaktion wurden
die Proben mit 25 ul Elektrophorese-Lysepuffer extrahiert, wovon 10 pl (entsprechend
4 ug Protein) pro Gelspur aufgetragen wurden.

(2) Milbenexkremente:

125 pg Milbenexkremente wurden in 2,5 ul Puffer gelost, anschlieRend auf 10 pl
verdunnt und auf eine Zellulosescheibe aufgetragen. Nach der Inkubation mit dem
Rosa’s Way Probiotic Spray wurden die Proben wie zuvor beschrieben extrahiert. Pro
Gelspur wurden anschlieRend 10 pl (entsprechend 50 pg) des Extrakts aufgetragen.

(3) Milbenkultur:

50 pg wurden in 2,5 pl Puffer gelést, auf 10 pl verdunnt und auf eine Zellulosescheibe
aufgetragen. Nach der Behandlung und Extraktion wurden 10 pl (entsprechend 50 ug)
pro Gelspur aufgetragen.

Das Experiment umfasste zwei Anwendungsvarianten des Rosa’s Way Probiotic Sprays:

eine einmalige Anwendung im Vergleich zur taglichen Applikation, um die Wirksamkeit
wiederholter Dosierungen zu bewerten.
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FORSCHUNGSERGEBNISSE

Abbildung 2. Methodenetablierung: SDS-PAGE und Western Blotting auf doppelt angelegten
Elektrophoresegelen Panel A: 12 % SDS-PAGE wurde an gereinigten Der-p-1-Proben durchgefiihrt,

die dem Eliminierungs- und Nachweisverfahren gemals den untenstehenden Punkten 1-3 unterzogen
wurden. Spur M: Molekulargewichtsmarker (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder) Spuren K1:
Kontrollreaktionen mit Der p 1 ohne Zugabe des Rosa’s Way Probiotic Sprays Spuren 1 (jeweils in
dreifacher Ausfihrung): Reaktionen mit Der p 1 und einmaliger Applikation des Rosa’s Way Probiotic
Sprays am Tag 1

Panel B: Western-Blot-Analyse derselben Proben wie in Panel A. Die Detektion erfolgte unter
Verwendung polyklonaler Anti-Der-p-1-Antikorper (Primdrantikdrper) und mit HRP-konjugierten Ziegen-
Anti-Kaninchen-Antikérpern (Sekundarantikorper).

Im Rahmen dieses Pilotversuchs war bereits nach nur einem Tag Inkubation mit dem Rosa’s Way Probiotic
Spray eine deutliche Reduktion der Der p 1-Menge zu beobachten.

osa’s Way
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Abbildung 3. Abbau von gereinigtem Der p 1 durch das Rosa’s Way Probiotic Spray in einem
Zellulosefilter-Assay bei taglicher Applikation Der p 1-Proben wurden unter kontrollierter Luftfeuchtigkeit
(80-90 %) und Temperatur (20 °C) fur einen Zeitraum von 1 bis 5 Tagen in Folge dem Rosa’s Way
Probiotic Spray ausgesetzt. Panel A: Analyse mittels 12 2% SDS-PAGE. Spuren M: Molekulargewichtsmarker
(PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder) Spuren K1-K5: Kontrollreaktionen mit Der p 1 ohne Zusatz
des Rosa’s Way Probiotic Sprays Spuren 1-5 (jeweils doppelt): Reaktionen mit Der p 1, bei denen das
Spray einmal taglich uber fanf Tage hinweg aufgetragen wurde

Panel B: Quantitative Bewertung des Der-p-1-Abbaus. Das Diagramm zeigt die Ergebnisse der
quantitativen Auswertung der Proteinbanden aus Panel A, dargestellt als prozentualer Anteil des
abgebauten Der p 1. Es zeigte sich eine deutlich ausgepragte und progressive Reduktion des
Allergenanteils tber die Zeit — ein Hinweis auf einen effizienten enzymatischen Abbau durch das Produkt.

osa’s Way
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Abbildung 4. Vergleichende Analyse des Der-p-1-Abbaus in drei allergenen Substraten — gereinigtes Der
p 1, Milbenexkremente und vollstandige Milbenkultur — unter Flussigphasenbedingungen. Panel A: 12 %
SDS-PAGE zur Darstellung der Proteinabbauprofile. Spur M: Molekulargewichtsmarker (PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder), Spuren DK, EK, CK: Kontrollreaktionen ohne Rosa’s Way Probiotic Spray ftr
gereinigtes Der p 1, Exkremente bzw. Kultur; Spuren D20, E20, C20: Reaktionen mit Rosa’s Way Probiotic
Spray bei 20 °C fur die jeweiligen Substrate; Spuren D37, E37, C37: entsprechende Reaktionen bei 37 °C.

Panel B: Diagramm mit quantitativer densitometrischer Analyse der Bandintensitaten aus
Panel A, dargestellt als prozentualer Anteil des eliminierten Der p 1. Die Ergebnisse zeigen eine
temperaturabhangige Abbaueffizienz tiber alle Substrate hinweqg.
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KERNERGEBNISSE

» Ein robustes molekulares Nachweisverfahren wurde etabliert, um den Abbau von
Der p 1 quantitativ zu bewerten. > Das Produkt — das auf Bacillus-Spezies basierende
Rosa’s Way Probiotic Spray — zeigte eine effektive Zersetzung von Der p 1 sowie
weiterer Proteine, die in Milbenexkrementen und Milbenkulturen enthalten sind.

In Festphasen-Assays fuhrten wiederholte Anwendungen uber 5 Tage zu einer
Allergenreduktion von bis zu 89 % fur Der p 1.

Unter Flussigphasenbedingungen fuhrte eine einmalige Behandlung zu einer
Allergenreduktion von bis zu 80 %.

Western Blot und Coomassie-Farbung bestatigten eine Reduktion der
Allergenmengen.

Die Sporen von Bacillus-Spezies blieben wahrend des gesamten Tests lebensfahig,
wie durch Kultivierung auf Nahragar bestatigt wurde. Dies belegt die anhaltende
Wirksamkeit des Produkts sowie seine Eignung fur eine langfristige Lagerung.

SCHLUSSFOLGERUNGEN

Das auf Bacillus-Spezies basierende Rosa’'s Way Probiotic Spray eliminiert unter
exakt kontrollierten experimentellen Bedingungen wirksam Hausstaubmilben-
assoziierte Allergene, insbesondere Der p 1. Diese Ergebnisse sprechen fur seinen
Einsatz in allergievorbeugenden Anwendungen wie Bettsprays und haushaltsnahen
Behandlungsprodukten.

Qsa's Way
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