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Entwicklung eines immune response assay (ira)

Ziel des Vorhabens

Ziel des Projekts war die Entwicklung eines innovativen Assays zur Untersuchung der
Immunantwort auf Einzelzellebene. Immunzellen verandern sich nach Aktivierung durch
Fremdkdorper oder Pathogene und sekretieren Zytokine, die zentrale biologische Funktionen
regulieren. Herkdmmliche Methoden erlauben jedoch entweder nur eine Durchschnittsanalyse
ganzer Zellpopulationen oder die Einzelzellbetrachtung ohne gleichzeitige Messung der
Zytokinsekretion.

Der entwickelte "immune response assay" (ira) verbindet erstmals beide Aspekte: Er
ermoglicht die gleichzeitige Untersuchung der Zellmorphologie und der sekretorischen
Aktivitat einzelner Immunzellen. Diese Kombination erlaubt neue Erkenntnisse tber die
Heterogenitat der Immunantwort und trédgt zum besseren Verstandnis der Mechanismen der
Immunregulation bei.

Inhalt und methodische Umsetzung

Das Projekt kombinierte mikrofluidische Technologien mit einem Bead-basierten
Detektionskit und Kl-gestutzter Bildanalyse. Der entwickelte mikrofluidische Chip zeichnet
sich durch eine einfache Handhabung aus: Er kann mit einer Standardpipette befullt werden
und ist mit gangigen Mikroskopen kompatibel. Die einzelnen Messkavitaten konnen
reversibel verschlossen werden und haben ein sehr geringes VVolumen von nur 100 pl. Dies
ermdglicht eine hochempfindliche Detektion von Zytokinen mit einer beliebig vergroerbaren
hoheren Auflosung seltener Ereignisse im Vergleich zu etablierten Methoden.

Dank der kontinuierlichen Analyse kdnnen Sekretionsmuster einzelner Zellen (ber langere
Zeitradume mit morphologischen Veranderungen korreliert werden. Dies erlaubt eine
detaillierte Untersuchung des Immunprozesses, beispielsweise die Interaktion von
Makrophagen mit Pathogenen oder die Rolle von T-Zellen in der Krebsbekdmpfung.

Ein weiteres zentrales Element des Assays ist die KI-gestiitzte Software zur Bildanalyse.
Diese erkennt automatisch Messkavitéaten, Zellen und Beads und bestimmt die
Fluoreszenzintensitat der Beads als Mal? fir die Anzahl sekretierter Zytokine. Kiinftig konnte
die KI auch dazu genutzt werden, Zellsubtypen zu identifizieren und weitere immunologische
Fragestellungen zu beantworten.

Ergebnisse der Sondierungsphase

Im Rahmen der Projektphase wurden verschiedene Verwertungsoptionen geprift. Basierend
auf umfangreichen Marktrecherchen und direktem Feedback von potenziellen Nutzern wurde
die Griindung eines Start-ups als beste Umsetzungsstrategie identifiziert. Eine zentrale
Grundlage fir diese Entscheidung war die hohe Nachfrage sowohl in der akademischen
Forschung als auch in der biotechnologischen Industrie.

Es wurden 26 Interviews mit Fachleuten aus Wissenschaft und Industrie gefihrt, darunter
Professor*innen, Postdocs, Doktorand*innen, technische Assistent*innen und Vertreter der
Industrie. 24 der Befragten bestatigten einen konkreten Bedarf fiir den Assay, 16 davon
aulRerten spezifisches Interesse an einer direkten Nutzung. Bereits bestehende Methoden zur



Zytokinmessung auf Einzelzellebene wurden als unzureichend bewertet, da sie entweder
keine Einzelzellauflosung ermdoglichen oder keine gleichzeitige Korrelation mit
Zellmorphologie erlauben.

Zur Validierung der Technologie wurden Kooperationen mit flihrenden akademischen
Institutionen und Forschungseinrichtungen aufgebaut, darunter die LMU Miinchen, die TU
Minchen, das Helmholtz Zentrum Miinchen, die Ariel University (Israel) und das Memorial
Sloan Kettering Cancer Center (USA). Erste Testmessungen wurden bereits durchgefiihrt
oder befinden sich in Vorbereitung. Zusatzlich wurde das Projekt auf der Immunotherapy of
Cancer Conference (ITOC) und dem Partnering-Event BIO-Europe vorgestellt, was wertvolle
neue Kontakte in der Biotech-Industrie ermdglichte.

Parallel dazu wurde die Produktion des Chips optimiert. Eine Kleinserienproduktion mit einer
Kapazitat von bis zu 100 Chips pro Woche wurde etabliert. Zudem wurde das Prototypen-
Design weiterentwickelt, um eine Skalierbarkeit flr industrielle Fertigung sicherzustellen.
Hierfur wurden Gesprache mit Stratec Consumables GmbH gefiihrt, um eine mégliche
Serienproduktion mittels Spritzgussverfahren zu ermdglichen. Die optimale
DetektionsbeadgroRe wurde festgelegt auf den Bereich von 8um<x<15um, hierfir wurden
orientierende Voruntersuchungen mit Detektionskits von zwei unterschiedlichen Herstellern
(PolyAn und BD) durchgefiihrt.

Konkreter Nutzen und Anwendungsméglichkeiten

Obwonhl keine Folgefdrderung gewahrt wurde, bietet der entwickelte Assay bereits jetzt einen
erheblichen wissenschaftlichen Mehrwert. Er kann in der Grundlagenforschung zur
Immunantwort genutzt werden, insbesondere zur Untersuchung von Zell-Interaktionen und
Zytokin-Sekretionsmustern.

Maogliche Anwendungsfelder umfassen die Immunologie, die Krebsforschung sowie die
Diagnostik von Immunerkrankungen. So kdnnte der Assay beispielsweise zur Analyse der
Kommunikation zwischen Immunzellen und Krebszellen verwendet werden, um neue
Therapieansétze zu entwickeln. Ebenso kdnnten neue Erkenntnisse tber die Rolle
unterschiedlicher Immunzell-Subtypen in entziindlichen Prozessen gewonnen werden.

Durch die Kombination aus hoher Sensitivitat, einfacher Handhabung und kosteneffizienter
Herstellung stellt der Assay eine vielversprechende neue Technologie fiir die
Einzelzellanalytik dar und er6ffnet innovative Mdglichkeiten fur zukinftige
Forschungsprojekte.



F2_Ausfihrl. Schlussbericht

1) Einleitung

Da das Projekt aufgrund fehlender Anschlussférderung nicht weitergefiuhrt werden kann, wird
nicht auf den voraussichtlichen Nutzen oder die Verwertbarkeit der Ergebnisse im Sinne des
fortgeschriebenen Verwertungsplans eingegangen.

Es sind keine Veroffentlichungen der Ergebnisse gemaR Nr. 5 der NKBF/NABF erfolgt oder
geplant.

Waéhrend der Durchflihrung des Vorhabens ist dem Zuwendungsempfanger kein Fortschritt
auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen bekannt geworden.

2) Ausfihrliche Darstellung der im Rahmen des Vorhabens durchgefiihrten
Arbeiten.

Es folgt eine ausfiihrliche Darstellung der im Rahmen des Vorhabens durchgefiihrten Arbeiten
im Vergleich zur urspriinglichen Vorhabenbeschreibung. Die Nummerierung der
Arbeitspakete (AP) ist zur besseren Ubersicht identisch zu der im Antrag.

AP 1: Evaluation der Verwertungsoptionen und Auswahl einer Option

AP 1.1: Bestimmung Anwendungsfalle und Scharfung Produktidee (Dauer: 10/23-03/24)
Ziel: Es werden alle nétigen Informationen gesammelt und Parameter definiert, um fir die
anschlieBRende Machbarkeitsphase die vielversprechendste Verwertungsoption auszuwahlen
und ira auf die gewahlte Strategie abzustimmen. Dafiir werden Anwendungsfélle bestimmt,
in denen ira einen groRen Mehrwert bringt und eine Fokusgruppenanalyse durchgefiihrt. Ein
Vergleich mit Konkurrenztechniken (technische Unterschiede, Umsatzpotential, Markt etc.)
wird detailliert ausgearbeitet. Es wird eine ausfiihrliche Marktanalyse erstellt, um die
MarktgroRe der verschiedenen Anwendungsfalle zu bestimmen und herauszufinden, welche
Anpassungen am Produkt vorgenommen werden missten. Um die Verwertungsidee und das
Produkt iterativ zu verbessern, werden potentielle Anwender, Experten aus Kooperationen,
akademischem Netzwerk sowie Clustern wie BioM und CENS gezielt befragt und potentielle
Kunden direkt kontaktiert.

Durchgefiihrte Arbeiten: Kooperationspartner, potentielle Kooperationspartner, potentielle
Kunden wurden befragt, Konkurrenzprodukte analysiert und die vielversprechendste
Kommerzialisierungsstrategie bestimmt. Es wurde mit Key-Opinion-Leadern aus den
Bereichen Grundlagenforschung und Medizin in Kontakt getreten, hierzu wurden u.a.
Netzwerke wie CENS und Bio™ genutzt. Fir die Evaluierung von konkreten Anwendungsfillen
wurden verschiedene Anwendungen nach folgenden Gesichtspunkten analysiert Welche
Arbeits- und Forschungs- bzw. Analyseschritte konnen A) ermoglicht B) prazisiert und/oder
beschleunigt werden? C) Sind signifikante Kosteneinsparungen moglich? Weiter wurden
neuartige, erfolgsversprechende Therapien gesucht (z.B. CAR-T-Zell-Therapie) und mit KOL
diskutiert, ob ira bei deren Umsetzung und Etablierung einen Mehrwert bringen kann. Gepriift
wurde weiter u.a. wer potentielle Kunden sind (Arztpraxen, Krankenhauser, Labore etc.) und
die daraus folgenden Implikationen auf eine potentielle Anpassung des Assays auf




Kundenbedirfnisse, z.B. in Bezug auf Kompatibilitdit Hardware (vorhandene Messgerate,
Autofokus etc.) und Software (Dateiformate und Qualitdt der Aufnahmen). In Diskussion mit
Herstellern und Anwendern wurde ein Uberblick dariiber erstellt, in welcher Qualitat
(Fokus/Helligkeit) die Daten auf Anwenderseite aufgenommen werden, sowie (iber Parameter
wie die Anzahl, Art und Kombination der zu messenden Molekiile, die gewlinschte Anzahl der
Zellen pro Experiment und dem internen Volumen der Messkammer welche eine direkte
Implikation auf das - adaptierbare - Design der Messkammer und der Software haben.
Verschiedene Kommerzialisierungswege fiir das Detektionskit wurden evaluiert (z.B.
Lizenzierung). Weiter wurden Einzel-Vertriebsoptionen fir die Software und den Chip und die
Moglichkeit zur ErschlieBung weiterer Geschaftsfelder geprift.

Ressourcen: 3 Personenmonate P. Bohm

AP 1.2: Markt- und Konkurrenzsituation (Dauer: 10/23-03/24)

Ziel: Zur besseren Evaluation der Verwertungsoptionen, des potentiellen Bedarfs, der
Preisgestaltung, des Produkt-Markt-Fit und der Limitationen der Konkurrenzprodukte muss
die Markt- und Konkurrenzlage evaluiert werden.

Durchgefiihrte Arbeiten: Iterativ mit AP1.1 wurde die korrespondierende Markt- und
Konkurrenzsituation recherchiert. Dies wurde von von Bio™ zuginglich gemachten
Marktstudien unterstiitzt. Regulatorische Rahmenbedingungen (ISO/FDA-Normen) und
potentielle  Markteintrittsbarrieren wurden bestimmt sowie Entwicklungs- und
Dokumentationskosten und -zeit abgeschatzt. Dies geschah im engen Austausch vor allem mit
der Stratec Consumables GmbH. Kosten von Konkurrenzprodukten (Anschaffung Messgerat
und Kosten filir Experimente) wurden in Erfahrung gebracht und verglichen. Weitere
Verwertungsmaoglichkeiten wie z.B. ein Servicemodell wurden evaluiert.

Ressourcen: 2 Personenmonate P. Bohm.

Ergebnis AP 1: Basierend auf den Ergebnissen der Sondierungsphase wurde die Griindung
eines  Start-Ups als  Verwertungsoption
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von Therapien wurden Fragestellungen identifiziert, fir deren Beantwortung die gemeinsame
Analyse von Zellphanotyp bzw. Morphologie und Sekretion auf Einzelzellbasis essentiell ist
(z.B. der Einfluss von Morphologie und Kommunikation in Zell-Triaden bei Tumor-Killing oder
die Rolle von morphologisch unterscheidbaren Zellsubtypen in der Diagnose von
Nasennebenhohlenerkrankungen). Der Assay wurde in personlichen Gesprachen an der
Technischen Universitat Miinchen (TU), der LMU, dem Helmholtz Zentrum Minchen, der Ariel
University (Israel) und auf der 11th Immunotherapy of Cancer Conference (ITOC) vorgestellt.
Es befinden sich bereits weitere Kooperationen in Vorbereitung (NDAs verschickt, erste
Testmessungen in Vorbereitung: Ariel University / Israel, Memorial Sloan Kettering Cancer
Center / USA; NDA unterzeichnet, erste Testmessungen bereits durchgefiihrt: Helmholtz
Zentrum Minchen, siehe Unterstitzungsschreiben). Bereits bestehende Kooperationen
(Uniklinikum Wirzburg und Genzentrum LMU Minchen, siehe Unterstitzungsschreiben)
laufen, bringen erste wichtige Erkenntnisse, der Assay wird hier bereits eigenstandig
verwendet. Der Assay wurde auch auf dem Partnering-Event BIO-Europe vorgestellt, hier
konnte ein Kontakt zur Telexos GmbH gekniipft werden.

AP 2: Analyse der IP- und FtO-Situation

AP 2.1: Freedom-to-Operate-Analyse (Dauer: 02/24-05/24)

Ziel: Mit der Patentanwaltskanzlei Hofstetter, Schurack und Partner wird im engen Austausch
eine initiale Freedom-to-Operate-Analyse erstellt..

Durchgefiihrte Arbeiten: Gemeinsam mit der Patentanwaltin Vera Kihr der Patentanwalts-
kanzlei Hofstetter, Schurack und Partner wurde eine initiale FtO-Analyse erarbeitet. Eine
Anpassung des Vermarktungs- und des technischen Konzepts wurde gepriift, ebenso ob das
Produkt frei von Rechten Dritter ist und ob Rechte lizenziert werden missen.

Ressourcen: 1 Personenmonat P. Bohm; Die im Finanzplan des Antrags unter dem Punkt
Auftrage an Dritte beantragten Mittel wurden hauptsachlich hier verwendet (ca. 6000 € fir
Auftrag an Dritte fir initiale FtO-Analyse incl. Patentierbarkeitsanalyse (AP 2.2)).

AP 2.2: Schutzrechtsstrategie (Dauer: 04/24-09/24)
Ziel: Eine Schutzrechtsstrategie wurde erarbeitet, die Einreichung moglicher Patente geprift
und ggf. eine mogliche Patenteinreichung vorbereitet..

Durchgefiihrte Arbeiten: Es wurde eine Patentrecherche durchgefiihrt und mit der
Patentanwaltin Vera Kiihr der Patentanwaltskanzlei Hofstetter, Schurack und Partner eine
Patentierbarkeitsanalyse erstellt.

Ressourcen: 1 Personenmonat P. Bohm.

Ergebnis AP 2: Im Rahmen der Sondierungsphase wurde von einer Patentanwaltskanzlei eine
Analyse der Freedom-to-Operate (FtO) sowie zur Patentierbarkeit fiir den ira Chip
durchgefiihrt. Eine dem Antragsteller als Miterfinder bereits in allen Details bekannte
Schutzrechtsanmeldung (WO 2023/088563 A1) wurde in der FtO-Analyse als relevant
bezliglich dem Produktionsprozess im LabormaRstab eingestuft.



AP 3: Evaluierung der Produktionsmdéglichkeiten incl. technischer Risikoeinschiatzung

AP 3.1: Technische Risikoeinschdatzung Materialienauswahl und Design (Dauer: 02/24 -
04/24)

Ziel: Eine Kombination verschiedener Materialeigenschaften (CO,-Permeabilitdt, optische
Reinheit, Transparenz, Weichheit) erlaubt es, im aktuellen Prototypendesign des
mikrofluidischen Chips die Messungen durchzufiihren. Die Kombination von Materialien
wurde untersucht, welche eine skalierbare Herstellung erlaubt, dabei die aktuelle
Kombination der Eigenschaften abbildet und glinstig zu produzieren ist.

Durchgefiihrte Arbeiten: Verschiedene Produktionsméglichkeiten und Materialkombinatio-
nen fur die skalierbare Herstellung der Messkammer wurden mit der Stratec Consumables
GmbH diskutiert und evaluiert und Daten fiir eine technische Risikoabschatzung gesammelt.
AnschlieBend wurde ein Plan fir die Umsetzung der Produktion erstellt. Das Design wurde auf
potentielle Herstellungsrisiken geprift.

Ressourcen: 1 Personenmonat P. Bohm.

AP 3.2: Technische Risikoeinschatzung Detektionskit (Dauer: 05/24 - 07/24)
Ziel: Minimierung technisches Risiko Detektionskit.

Durchgefiihrte Arbeiten: Potentielle technische Risiken der Anwendung des Detektionskits im
ira CHIP (z.B. Sensitivitdt, unspezifisches Binden) wurden erarbeitet. In den Laboren des
Lehrstuhls Radler wurde in einfachen, standardisierten orientierenden Voruntersuchungen
die optimale GrofRe der Detektionsbeads bestimmt.

Ressourcen: 1 Personenmonat P. Bohm; die im Finanzplan des Antrags unter dem Punkt
Sachausgaben beantragten Mittel wurden hauptsachlich hier verwendet.

Ergebnis AP 3: Um die wahrend der Machbarkeitsphase geplanten eigenen und ihm Rahmen
der Kooperationen durchgefiihrten Experimente ermoglichen zu konnen, wurde das
Prototypen-Design  angepasst und eine  Produktion incl.  Qualitatskontrolle,
Qualitatsmanagement und Inventarisierungssystem aufgebaut. Dadurch ist eine ausreichende
Produktionskapazitat sichergestellt, es konnen aktuell bis zu 100 Chips pro Woche hergestellt
werden. Fiir eine Ubersetzung des aktuellen Prototypendesigns in ein skalierbar herstellbares
Design wurden verschiedene Design- und Materialparameter mit der Stratec Consumables
GmbH diskutiert. Die Anpassung des Designs for Manufacturing ermdglicht eine Herstellung
im SpritzguRverfahren. Die optimale DetektionsbeadgrofRe wurde festgelegt auf den Bereich
von 8um<x<15um, hierfiir wurden orientierende Voruntersuchungen mit Detektionskits von
zwei unterschiedlichen Herstellern (PolyAn und BD) durchgefiihrt.



AP 4: Definition bendtigter zusatzlicher Ressourcen

Team und externe Expertise (Dauer: 10/23 - 09/24)

Ziel: Passend zur gewahlten Verwertungsstrategie soll die Fachkompetenz im Team ausgebaut
werden, im Idealfall durch eine Person mit komplementdarem Fachwissen und Interesse, sich
kreativ und fiihrend in den Griindungsprozess mit einzubringen. Es wird geprift, wo die
Zusammenarbeit mit externen Beratern oder Kooperationspartnern (ISO-Zertifizierung,
Produktentwicklung, Business) sinnvoll ist.

Durchgefiihrte Arbeiten: Es wurde geklart, ob und wann zusétzliches Fachwissen durch neue
Teammitglieder und/oder die Einbindung externer Berater gebraucht wird. Welche
Kooperationen sind notwendig, um die Ziele der Machbarkeitsphase umzusetzen (z.B. Studien
mit Patientenzellen)? Hierfliir wurden personliche Kontakte im akademischen Netzwerk
ausgebaut und Gesprache gefiihrt.

Ressourcen: 1 Personenmonat P. Bohm.

AP 5: Entwicklungsplan Machbarkeitsphase
Projektantrag (Dauer: 01/24-05/24)

Ziel: Bis Mai 2024 wird eine Projektplanung fir die Machbarkeitsphase mit Meilensteinen,
Ressourcenplanung, Budgets fir die jeweiligen Arbeitspakete und modglichen
Ausweichstrategien erstellt. Noch zu erledigende Forschungs- und Entwicklungsarbeiten
werden definiert. Es wird flur die Anschlussphase an GO-Bio initial ein klarer primarer
Verwertungsplan fir ira vorhanden sein. Dieser Plan wird mit mindestens einem zweiten
sekundaren Verwertungsplan erganzt.

Durchgefiihrte Arbeiten: Der Antrag fir die Machbarkeitsphase wurde erstellt und eine
Projektprasentation ausgearbeitet.

Ressourcen: 2 Personenmonate P. Bohm; Reise Auswahlsitzung GO-Bio (und
Projektbesprechung mit Kooperationspartner), Berlin.

Ergebnis AP 4 und 5: Ein Antrag incl. Projektplanung fir die Machbarkeitsphase mit
Meilensteinen, Ressourcenplanung, Budgets fiir die jeweiligen Arbeitspakete und moglichen
Ausweichstrategien wurde erstellt und eingereicht. Noch zu erledigende Forschungs- und
Entwicklungsarbeiten wurden definiert. Die Fachkompetenz im Team wurde ausgebaut.
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