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Kurze Darstellung der Aufgaben und der durchgefiihrten Arbeiten der HOT Screen

1. Urspriingliche Aufgabenstellung sowie der wissenschaftliche und technische Stand
an den angekniipft wurde
Ausgeldst durch bestimmte Lebensmittel leidet ein bestimmter Anteil der Bevolkerung (1-3%
der Erwachsenen und 4-6% der Kinder) an allergischen Symptomen, die bis hin zu einer
lebensbedrohlichen allergischen Reaktion (Anaphylaxie) fihren kdnnen. Zu den haufigsten
Nahrungsmittelallergenen gehoren Huhnerei und Erdnuss. Die Rolle von Insekten als
potentiell neues Nahrungsmittelallergen wird zurzeit diskutiert. Auch in Deutschland sind die
ersten Insekten auf dem Markt. Im Rahmen der Europaischen Verordnung fir 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. Der Charakterisierung und Identifizierung
potentiell allergisierender Substanzen aus Insekten bzw. in prozessierten Nahrungsmittein,
welche Insekten enthalten, kommt daher erhebliche Bedeutung zu. Entscheidend hierfir sind
verlassliche Labormethoden, welche einerseits die Prasenz von Allergen-spezifischen
Antikérpern im Serum, andererseits aber auch Allergen-spezifischer T-Zellen im Blut

betroffener Personen ebenso sicher wie sensitiv nachweisen lassen.

Das von HOT Screen entwickelte System ,TruCulture® ist ein kombiniertes Blutentnahme-
und —Kultivierungssystem, das eine einfache Blutentnahme, Inkubation und Testung von
Immunfunktionen aus den gewonnenen Kulturen ermdglicht. Dieses spezielle Design
ermoglicht es, verlassliche Ergebnisse auch dann zu gewinnen, wenn die durchfiihrenden
Personen keine spezifischen Erfahrungen im Bereich Zellkulturen aufweisen. In den letzten 2
Jahren wurde von der HOT Screen GmbH eine weitere Variante von TruCulture entwickelt,
welche dem Nachweis Antigen-spezifischer Reaktionen von Immunzellen dient. Diese
Methode zielt auf die Aktivierung spezifisch sensibilisierter T-Zellen, die nur in sehr geringen
Zahlen im Blut zu finden sind (typischerweise 10 bis 100 Zellen pro 100.000 Leukozyten), wie
dies auch im Falle der hier zu untersuchenden Nahrungsmittel-Allergene zu erwarten ist.

Im Rahmen des Projektes war es das Ziel der HOT Screen, zu erforschen, in wieweit sich mit
diesem Testsystem eine klinisch relevante Nahrungsmittelallergie nachweisen lassen kann.
Als Auslesesystem sollten vom Partner NMI hochsensitive Immunoassays der Firma Quanterix
entwickelt und eingesetzt werden. Der klinische Nachweis der Funktionalitat dieses
Testsystems (HOT Screen) sollte in Kooperation mit der Charité Gber die dort etablierten

klinischen Provokationstests geflihrt werden.
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2. Ablauf des Vorhabens

Das Projekt wurde in enger Interaktion mit den Partnern und entsprechend der
Projektbeschreibung des Antrags durchgefiihrt. Arbeitspakete (AP) und Meilensteine wurden
entsprechend den erzielten Ergebnissen angepasst.

Das Projekt startete im September 2020 und hatte eine Laufzeit von 42 Monaten bis Februar
2024, nachdem eine kostenneutrale Verlangerung um 6 Monate gewahrt wurde. Die fur die
HOT Screen vorgesehenen Arbeiten waren im Arbeitspaket (AP) 5 angesiedelt.

Da wahrend der Projektlaufzeit keine Spender mit Insektenallergien rekrutiert werden konnten,
war es nicht moglich die Meilensteine 5.3. und 5.5. zu erflllen. Die HOT Screen fokussierte
ihre Arbeiten nach Absprache mit den Projektkoordinator daher darauf, wie solch sehr
schwache Antworten im Testsystem aufgrund der Reaktionen von nur wenigen, spezifisch
aktivierbaren T-Zellen verstarkt werden konnten, um damit die Sensitivitat solcher Tests zu

erhéhen. Hierzu wurden verschiedene Costimulationen erfolgreich entwickelt und verifiziert.

3. Wesentliche Ergebnisse sowie ggf. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Bei der Projektdurchfihrung arbeitete die HOT Screen mit dem NMI und mit der Hochschule
Albstadt Sigmaringen (HSAS) zusammen. Die urspriinglich geplante enge Interaktion mit der
Charite konnte aufgrund fehlender Spender mit Insektenallergien nicht umgesetzt werden. Der
Beitrag des NMI lag in der Entwicklung und Bereitstellung von ultrasensitiven Immunoassays,
eine der Aufgaben der HSAS war es, der HOT Screen Endotoxin-freie Allergene zur Verfligung
zu stellen, um zu vermeiden, dal} unspezifische Aktivierungen der Immunzellen die
spezifischen Reaktionen verfalschen. Fir den Einsatz der Allergene im ,TruCulture®“ System
wurden geeignete Additive und Mischungsverhaltnisse experimentell ermittelt. Das System
wurde fir Referenzallergene wie Erdnuss und Hausstaubmilben (als Surrogate fir Insekten-
allergene) adaptiert.

Pandemiebedingt verzdgerte sich jedoch die Rekrutierung geeigneter Blutspender stark, so
dass letztlich nur wenige passende Spender fir die Testadaption gewonnen werden konnten.
Daher wurde das Testsystem mit dem Einsatz von Vaccinen und passenden zur Verfigung
stehenden Spendern etabliert. So konnte HOT Screen zeigen, dass mittels Costimulanzien die
sehr schwachen Antworten der Immunzellen im Testsystem positiv verstarkt werden konnten.
Hierbei wurden agonistische Antikérper gegen CD28-Molekile und antagonistische Antikorper
gegen Checkpoint-Inhibitoren (z.B. PD-1) erfolgreich eingesetzt und verifiziert. Dieses

Testsystem kann auch fur kiinftige Allergietestungen eingesetzt werden.
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Il. Eingehende Darstellung

Darstellung der durchgefiihrten Arbeiten im Vergleich zur urspriinglichen
Vorhabenbeschreibung.

Die geplanten Arbeiten der HOT Screen fokussierten sich in diesem Projekt auf das
Arbeitspaket 5. Fir den Einsatz von Allergenen im proprietaren TruCulture System der HOT
Screen galt es, diese so vorzubereiten, dass Artefakte vermeiden werden, die ansonsten
zu falsch negativen oder falsch positiven Befunden flihren kénnen. Weiterhin galt es zu
berlicksichtigen, dass die bei HOT Screen zu etablierende TruCulture-Methode zum
Nachweis Allergen-spezifischer T-Zell Reaktionen es unabdingbar macht, das Blut fir diese
Kulturen unmittelbar nach Entnahme in den entsprechenden Testansatzen zu verarbeiten.
Dies erforderte es, dal® das Blut von Probanden ausschlieflich in den Rdumen der HOT
Screen gewonnen werden mufte. Die hier im Projekt durchgefiihrten Blutentnahmen
erfolgten in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki. Alle Spender wurden
ausfuhrlich aufgeklart und unterzeichneten vor Blutentnahme ihre Einverstandniserklarung.
Es wurden keine klinischen Daten erhoben.

Nach initialen Uberlegungen im Konsortium wurde relativ rasch klar, daR es fiir den Einsatz
in der Entwicklung von Vollblutkulturen (TruCulture) nicht méglich sein wird, im ersten Drittel
des Projektes auf Allergene zurlick zu greifen, welche aus den fiir eine potentielle kiinftige
Verarbeitung in Nahrungsmitteln zur Verfigung stehenden Insekten stammen. Solche
Nahrungsmittel sind bis dato nicht nur sehr selten verfugbar, es bestehen auch noch keine
gesicherten Erkenntnisse daruber, ob es uberhaupt unter den wenig bisherigen Anwendern
bereits spezifisch allergisierte Individuen gibt. Die Wahrscheinlichkeit, solche nicht nur im
direkten Umfeld der HOT Screen zu finden, sondern sie auch noch fiir Blutspenden
gewinnen zu kdnnen, erschien mit Projektstart nahezu unmadglich. Daher wurde folgende
Ausweichstrategie entwickelt, die sich auf nachstehenden Annahmen stitzten:

a) Die aus anderen Insekten bekannten Allergene (z.B. Bienengift) haben nichts
mit denjenigen allergisierenden Molekilen zu tun, welche aus fur
Nahrungsmittel geeigneten Insekten stammen werden.

b) Allergenen, die aus zumindest ,insektenahnlichen® Tieren (Milben), oder auch
Crustaceen (Krebstiere) stammen, von denen bekannt ist, dass diese als
Ausldser entsprechender allergischer Reaktionen auftreten kénnen akzeptable
Alternativen darstellen.

c) Somit sollte es mdglich sein, nicht nur entsprechend sensibilisierte Blutspender
leichter zu finden, sondern auch die jeweiligen Allergene kommerziell schnell

und in guter Qualitat zu erwerben.
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Zudem gab es in den ersten 2 Projektjahren stark in die Ablaufe eingreifende
Beschrankungen durch die Corona-Pandemie. So konnten teilweise bestellte Laborartikel
nicht mehr zeitnah geliefert werden, aber auch die Zahl der fur Vollblut-Tests erforderlichen
freiwilligen Spender war stark eingeschrankt. Diese Aspekte zusammen genommen flhrten
dazu, dal} bereits im Juni 2021 mit dem Projektkoordinator besprochen wurde, dass sich
die HOT Screen Projektarbeiten verzdgern, und eine kostenneutrale Projektverlangerung
sehr wahrscheinlich erforderlich werden wirde.

Um dennoch einen moglichst reibungslosen Start in die Entwicklung unseres TruCulture-
Systems zu ermoglichen, wurde in Abstimmung mit dem Konsortium beschlossen, zunachst
mit Allergenen aus Hausstaub-Milben zu arbeiten. Diese Form der Allergie ist nicht nur
relativ weit verbreitet, sie tritt zudem ganzjahrig auf, so dal} potentielle Blutspender nicht
nur saisonale Reaktionen aufweisen sollten.

Uberraschenderweise gestaltete sich die Suche nach den entsprechenden Allergenen
jedoch weit schwieriger als anfanglich zu vermuten war. Letztlich konnte nur ein einzelner
Lieferant gefunden werden, dessen Praparationen der beiden fiur Hausstaubmilben
relevanten Allergene Der P1 und Der P2, seitens ihrer Reinheit und v.a. ihrem geringen
Gehalt an Endotoxin den Basis-Anforderungen fir die angestrebten spezifischen
Immunzellaktivierungen entsprachen. Abgesehen von den extrem hohen Kosten fir
Mengen, wie sie fir die komplette Entwicklung solcher Tests letztlich ohnehin prohibitiv
gewesen waren, erwies sich jedoch bereits die erste gelieferte Charge als fiir solche Tests
unbrauchbar, da diese mit erheblichen Anteilen unldslichen Materials kontaminiert war.
Eine Nachbestellung war von vergleichsweise akzeptabler Qualitat, so daf damit zumindest
ein erster Versuch mit bereits zu diesem Zeitpunkt rekrutierten Hausstaub-Allergikern
durchgefliihrt werden konnte.

Relativ unerwartet war nicht nur, daf} trotz der zu erwarteten weiten Verbreitung dieses
Typs Allergie und der erheblichen Anstrengungen der HOT Screen sich insgesamt nur sehr
wenige Spender meldeten. Weiterhin wurden deren Anzahl durch die unabdingbaren Ein-
und Ausschluf3-Kriterien, speziell der Abwesenheit spezieller antiallergischer Therapien,
aber auch der Einnahme sonstiger Medikamente, sowie allgemeiner entzundlicher
Symptome, noch zusatzlich eingeschrankt.

Von den insgesamt 9 rekrutierten und als Test-geeignet eingestuften Freiwilligen wies
letztlich nur 1 Person eine Reaktion auf die eingesetzten Allergene auf. Als Messgrofien
wurden die immunregulatorischen Botenstoffe Interferon gamma (IFNg) und Interleukin-2
(IL-2) ausgewahlt. Beide werden in relativ hohen Mengen primar von T-Lymphozyten
gebildet und kénnen bei antigenspezifischen Reaktionen als charakteristische Marker

angesehen werden.
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Die Konzentrationen dieser Analyte wurden aus den Uberstanden der Kulturen mittels
ultrasensitiver Simoa-Assays beim Projektpartner NMI gemessen.

In weiteren Experimenten bestatigten sich die wenig zufriedenstellenden Stimulationsraten,
so dal} die Versuche mit Milben-Allergenen als nicht aussagekraftig genug aufgegeben
werden mufiten.

Als Alternative wurde ein von Insekten unabhangiges, dennoch als in Nahrungsmitteln
relevantes Allergen (Ara h2) aus Erdnlissen gewahlt. Ara h2 wird fur die spezifischen
Reaktionen von Erdnuss-Allergikern verantwortlich gemacht. Die Rekrutierung solcher
Blutspender gestaltete sich jedoch noch schwieriger als diejenige flr Hausstaub-Allergiker.
Letztendlich konnte nur 1 Spender fir ein ersten Ansatz gewonnen werden, in welchem
jedoch trotz akzeptabler Reaktion auf ein allgemeines T-Zellstimulans (Cytostim) keine
spezifische Aktivierung durch das Erdnussallergen zu beobachten war.

Mit Beginn der zweiten Projekthdlfte konnten im Konsortium immer noch keine
Insektenallergene zur Verfugung gestellt werden. Hinzu kamen die schwierige bis nahezu
erfolglose Rekrutierung von Blutspendern fir die zwischenzeitig gefundenen Surrogat-
Allergene. Aufgrund der bis dato durchgehend negativ verlaufenen Kulturansatze zum
Nachweis von Allergen-spezifischer Reaktionen wurde in Absprache mit den
Projektpartnern beschlossen, die bei HOT Screen durchzuflihrenden Tests so zu andern,
dass neue Erkenntnisse zur antigen-spezifischen Stimulierung von T-Zellen gewonnen
werden konnten. Hierfir wurden Antigene ausgewahlt, welche sich von Allergenen
hauptsachlich dadurch unterscheiden, dass sie charakteristische Merkmale von
pathogenen Mikroorganismen und nicht von Nahrungsmittelbestandteilen darstellen. Bei
solchen pathogenen Antigenen finden sich ebenfalls nur wenige T-Lymphozyten im Blut,
welche durch die Antigene aktiviert und im HOT Screen Testsystem nachgewiesen werden
kénnen. Somit dhneln sich die Ausgangsbedingungen beider Tests weitestgehend und
bendtigen den gleichen Testaufbau. Mit einem derartigen Set-Up war es der HOT-Screen
moglich, Arbeitspaket 2 (AP2 Optimierung des TruCulture Systems fir Referenzallergene)
zu adressieren. Zum einen standen entsprechend geeignete Antigene zur Verfligung und
passende Spender konnten rekrutiert werden. Die wahrend der Projektlaufzeit herrschende
SARS-CoV-2 Pandemie konnte an dieser Stelle zum Vorteil genutzt werden, indem im HOT
Screen Testsystem die Reaktivitat gegen das virale Spike-Protein von T-Zellen vormaliger
Erkrankter, bzw. geimpfter Personen in TruCulture eingesetzt werden konnte. Hierdurch
standen zum ersten Mal wahrend der Projektlaufzeit der HOT Screen nicht nur Substanzen,
sondern auch Probanden in ausreichender Qualitédt und Anzahl zur Verfugung. Mit diesem
Ansatz konnte die Methodenentwicklung erfolgreich vorangetrieben werden. Mit dem

SARS-CoV-2 Antigen im Testsystem konnte gezeigt werden, dass oligoklonale (also nur
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von wenigen T-Zellen getragene), antigenspezifische Reaktionen mittels der Zytokin-
Freisetzung sicher nachgewiesen werden kbénnen.

In weiteren Tests wrude untersucht, ob sich die Konzentrationen der zentral wichtigen
Zytokine (IFNg und IL-2) in diesen Kulturen noch dadurch erhéhen lassen, daf} die wenigen
reaktiven T-Zellen durch den Einsatz von Co-Stimulanzien (wie z.B. agonistische Antikérper
gegen CD28-Molekiile, antagonistische Antikorper gegen Checkpoint-Inhibitoren (z.B. PD-
1) zu einer verbesserten Freisetzung gebracht werden kénnen. Es ist zu erwarten, daf®
solche ,optimierten“ Stimulationsbedingungen sich auch problemlos lGbertragen lassen und
entsprechende Vorteile bringen, wenn kunftig Insektenallergene verfigbar sein werden. In
einem Versuch, die Effekte solcher ,Enhancer” von T-Zellaktivitdten zu bewerten, wurden
Vollblut-Kulturen mit seriellen Verdinnungen dieser Co-Stimulatoren versetzt. Da diese nur
in Anwesenheit von Aktivatoren ihre Wirkung entfalten, wurden die T-Lymphozyten in
diesen Tests mit Antikérpern gegen CD3 aktiviert, welches die generelle primare
Signaltransduktion nach einer Aktivierung durch Antigene/Allergene in Gang setzt.
Speziell in diesen Ansatzen profitierte einer der Endpunkte von dieser Costimulation: IL-4,

ein Zytokin, das insbesondere bei Reaktionen auf Allergene gefunden wird.

Die weitere Suche nach geeigneten Moglichkeiten, die Reaktionen von T-Zellen nach
Antigen-/Allergen-Stimulation zu optimieren und zu qualifizieren wird nach Beendigung

dieses Projektes mit internen Mitteln der HOT Screen fortgesetzt.



