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1.  Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde

Im Rahmen dieses Vorhabens sollten zwei Projekte bearbeitet werden. Das erste Projekt
untersuchte die Konjugation von Fluoreszenzfabstoffen an ,Fangermolekule®, sog. Liganden,
wie etwa Antikorper oder Strep-Tactin® Derivate, zur Sensitivitatssteigerung von Lateral-Flow-
Tests und dem Nachweis von Zellen. Das zweite Projekt befasste sich mit der Herstellung von
funktionalisierten magnetischen Mirkopartikeln (magnetic beads) flir die Anreicherung und
Aufreinigung von Spermien aus forensischen Proben. Zusatzlich sollten fiir die Anreicherung
Antikorper entwickelt werden, die einen Strep- oder Twin-Strep-tag tragen, um so Uber den

Liganden Strep-Tactin®XT gebunden werden zu kénnen.

Die IBA Lifesciences GmbH hat in der Vergangenheit innovative Methoden und Reagenzien
zur Protein- und Zellreinigung entwickelt (www.iba-lifesciences.com). Zentraler Punkt ist dabei
die Interaktion des Strep-tag® bzw. Twin-Strep-tag® Peptids mit dem Protein Strep-Tactin®
bzw. Strep-Tactin®XT. Uber die Multimerisierung des Strep-Tactins® konnte eine Verstarkung
der Interaktion erzeugt und so im IBA-Produktportfolio zur reversiblen Zellisolierung ein
zentraler technischer USP (unique selling point) generiert werden. Ein Ubertrag dieses Strep-
Tactin® Systems auf Farbstoffkonjugate sollte zur Verbesserung der Signalintensitat bei

mikroskopischen Nachweisen beitragen.

Als letztes war geplant Spermien-spezifische Antikorper, die einen Strep-tag® bzw. Twin-
Strep-tag® tragen, zu produzieren. Diese sollten anschlieRen (iber Strep-Tactin® magnetic
beads aus dem Produktportfolio gebunden werden und in der spateren Projektlaufzeit anstelle
der Protein A bzw. Protein G magnetic beads innerhalb des zu entwickelnden SERATEC Kits
zur Spermienisolierung und -detektion evaluiert werden. Uber den Wechsel zum Strep-tag®
System ist hier mit Hilfe des bereits beschriebenen Multimerisierungsschritts eine
.otellschraube® fir die angestrebte Signalverstarkung und damit einen sensitiveren

mikroskopischen Nachweis gegeben.

2. Ergebnisse

Im Rahmen dieses Projekts wurden Magnetpartikel, funktionalisiert mit Strep-Tactin®XT, fir
die Isolierung von Spermien aus forensischen Proben weiterentwickelt. Dieser Ligand wurde
aufgrund seiner sehr hohen, pikomolaren, Affinitat zum Twin-Strep-tag® ausgewahlt. Erste
Optimierungen der Kopplungsbedingungen flihrten zu einer verbesserten Beladung der Beads
und zu hohen Ausbeuten bei Modellproteinen wie GFP. Es konnte ein robustes und
reproduzierbares Protokoll fir die Kopplung an Carboxy-Agarose-beschichtete Magnetpartikel
etabliert werden. Zusatzlich wurden kritische Prozessparameter identifiziert und eine

Eingangs-QC fur Komponenten definiert, um die Qualitat sicherzustellen. Die Herstellung
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wurde im weiteren Verlauf standardisiert und die funktionalisierten magnetic beads erfolgreich

unter dem Namen MagStrep® Strep-Tactin®XT beads als Produkt gelauncht.

Die rekombinante Herstellung Spermien-spezifischer Antikdrper wurde durch die Entwicklung
zweier  Antikérperfragmente  (Fab-Strep-Reagenzien) ersetzt. Diese binden die
Oberflachenproteine CD9 bzw. CD81, welche auf Spermien und auch auf Leukozyten
vorkommen. Diese Reagenzien ermdglichten die Entwicklung generischer Protokolle zur
Spermienisolierung mittels MagStrep® Strep-Tactin®XT beads. Zusatzlich eréffnen sie die
Moglichkeit, forensische Proben ohne Spermien (z. B. nach Vasektomie) durch Nachweis von
Lymphozyten zu analysieren. Es wurden mehrere Lots der Proteine und der magnetic beads
hergestellt und vom Projektpartner SERATEC getestet, wobei die Isolierungseffizienz bei
Modellproben bis zu 35% betrug. Untersuchungen zur Nachweisgrenze und zur
Ubertragbarkeit auf reale forensische Proben wurden begonnen. Gleichzeitig wurde mit der
Testung kleinerer, Strep-Tactin®XT-gekoppelter, magnetic beads (micro beads) begonnen, die
in ersten Experimenten von SERATEC vielversprechende Ergebnisse in Bezug auf Bindung

und Anreicherung von Spermienzellen lieferten.

Durch die zusatzliche Etablierung von Reinigungsprotokollen fur biotinylierte Proteine durch
MagStrep® Strep-Tactin®XT beads konnte deren Anwendung in Point of Care Tests auf nicht-
Strep-getaggte Antikorper oder Antikérperfragmente erweitert werden. Gleichzeitig stellte dies

eine Anwendungserweiterung des Strep-Tactin®XT Portfolios dar.

Des Weiteren konnten flnf Strep-Tactin®XT Farbstoffkonjugate, Strep-Tactin®XT APC, -PE,
Dy-488, Dy-549 und -Dy-649, entwickelt werden. Flr deren Herstellung wurden neue ELISA-
basierte Qualitatskontrollen (QC) etabliert und die QC so effizienter und kostengtinstiger
gestaltet. Unter den fiinf entwickelten Strep-Tactin®XT Farbstoffkonjugaten wurde Strep-
Tactin®XT Dy-488 vom Projektpartner SERATEC, als am besten fiir die Anfarbung von

Spermienzellen geeignet, identifiziert.

Sachbericht zum Verwendungsnachweis

Teil ll: Eingehende Darstellung

Verbundprojekt: SNiPoCC Verbundprojekt 1 — Steigerung der Sensitivitat und
Erweiterung des Analytportfolios von POC-Tests (AnaPOC)
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3. Ergebnisse des Projekts

3.1. AP 1.5.1 Funktionalisierung von Magnetpartikeln

Die urspriingliche Planung dieses Arbeitspakets sah vor Protein A und Protein G an
magnetische Agarosepartikel zu koppeln, spezifische Antikérper Uber deren Fc-Teil an die
Partikel zu binden, um anschlieBend Spermienzellen anreichern zu kénnen. In Abstimmung
mit dem Projektpartner SERATEC wurden, abweichend von der Planung, von Beginn an das
Strep-Tactin®XT zur biologischen Funktionalisierung der Magnetpartikel eingesetzt. Hierbei

wurde aus zweierlei Grinden vom urspriinglichen Plan abgewichen:

e Mit den mit Strep-Tactin®XT Magnetpartikeln kénnte beim Projektpartner SERATEC
direkt ein Isolierungsprotokoll flir Spermien entwickelt werden, das auf die aus den
Hybridomen klonierten rekombinanten Antikérper mit Strep-tag (Twin-Strep-tag),
angewendet werden kann.

o Die Entscheidung der IBA, die Produktgruppe von Protein A und Protein G bis Ende
2022 aus dem Produktportfolio zu nehmen und sich auf die Strep-Tactin® Technologie
zu fokussieren.

Sowohl die Isolierung von Proteinen aus Lysaten als auch Spermien aus forensischen Proben
erforderte robuste Reagenzien und eine stabile Interaktion des Strep-Tactins mit den Strep-
getaggten Proteinen und Liganden wie etwa Antikérpern oder auch Strep-getaggten Fab-
Fragmenten. Aus diesem Grund wurde das Protokoll fir die Funktionalisierung der
Magnetpartikel unter Verwendung von Strep-Tactin®XT weiterentwickelt. Die Interaktion des
Strep-Tactin®XT mit einem Twin-Strep-getaggten Protein bewegt sich geméan entsprechender
Untersuchungen (SPR-Analytik bzw. Interaktionsanalysen mittels BLI-Technologie) der IBA im
pikomolaren (pM) Bereich wahrend sich die Bindungsstarke des Strep-Tactins® zu Strep-tag
bzw. Twin-Strep-tag im mikro- (uM) bis nanomolaren (nM) Bereich bewegt. Damit ist Strep-
Tactin®XT die fur die Entwicklung einer derartigen Technologie zur Isolierung von Spermien

aus forensischen Proben zu bevorzugende Variante aus der ,Strep-Tactin Familie®.

Fur die Herstellung der magnetischen beads wurde eine thermisch stabile Strep-Tactin®XT
Variante verwendet. Dadurch sollte ein entsprechendes Kit auch ohne besondere
Vorkehrungen im Hinblick auf die Lagerungs-, Transport- oder Anwendungstemperatur
entwickelt werden und der Anwender muss keine besonderen Vorkehrungen (z.B. Kihlkette
bei Versand in entsprechende Ziellander, gekihlte Lagerung) treffen, um die Funktionalitat

des Kits respektive der funktionalisierten magnetischen Beads sicher zu stellen.

Erste Kopplungen (Abb. 1) einer reprasentativen Lot des thermostabilen Strep-Tactin®XT mit
einer Konzentration von 5 mg Strep-Tactin®XT/ml zeigten eine Beladung der magnetischen

Beads mit 37,1 ug Strep-Tactin®XT /ul magnetischer Beads bei einem pH-Wert des



IBA Lifesciences GmbH Fkz: 03RU1U091B Seite - 8 -

Kopplungspuffers von pH 7,4 und Raumtemperatur (RT). Im Vergleich dazu konnten unter
gleichen Bedingungen 53,0 ug nicht-thermostabiles Strep-Tactin®XT pro ul magnetischer
Beads und somit ca. 40% mehr gebunden werden. Es galt, die Kopplungsbedingungen zu
optimieren. Da sich beide Strep-Tactin®XT Varianten in ihrem isoelektrischen Punkt (iP)
unterscheiden, wurden verschiedene Pufferbedingungen untersucht. Neben dem pH-Wert
wurde dabei auch vergleichend bei RT bzw. bei 4 °C gearbeitet und es wurden verschiedene
Konzentrationen des Liganden angebotenen. Eine Erhéhung des pH-Wertes, sowie eine
hoéhere Proteinkonzentration von 10 mg/ml und die Absenkung der Inkubationstemperatur auf
4 °C konnte die gekoppelte Menge an thermostabilen Strep-Tactin®XT auf 50,5 pg/ul
magnetische Beads steigern. Als effektivste StellgroRe fur héhere Kopplungsdichten wurde
die angebotene Proteinmenge identifiziert. Eine Anderung des pH-Werts zeigte sich in
weiteren Versuchen als nicht relevanter Parameter, so dass hier der pH-Wert des
Ausgangsprotokolls (basierend auf den Erfahrungen mit der instabileren Strep-Tactin®XT

Variante) verwendet wurde.

Des Weiteren wurden die Reaktionsvolumina fiir den chemischen Kopplungsschritt optimiert.
Bei der funktionalen Testung der thermostabileren Strep-Tactin®XT gecoateten magnetischen
Beads uber die Isolierung von Twin-Strep-getaggtem GFP wurde eine Ausbeute von 61,0 ug
GFP/100 pl Eluat erzielt. Im Vergleich hierzu wurden mit der thermisch instabileren Variante
56,7 ug GFP/100 pl Eluat isoliert. Damit konnte gezeigt werden, dass die Optimierung der
Kopplungsbedingungen, fiir das stabilere Strep-Tactin®XT, die Anbindung des Liganden an
die magnetischen Beads in den Bereich der bisher hergestellten Beads steigern konnte. In der
Funktionsprifung wurden sogar tendenziell bessere Ergebnisse, in Bezug auf
Proteinausbeute, erzielt. Eine Analyse der Reinheit mittels analytischer
GroRenausschlusschromatographie (SEC) des isolierten GFPs ist in Abb. 2 dargestellt. Diese
zeigte hohe Reinheiten von 98 bis 99%. Die hohe Reinheit der Proben erlaubte die
nachfolgende Quantifizierung der Ausbeute mittels photometrischer Bestimmung. Durch die
Quantifizierung konnten die verschiedenen zu vergleichenden Kopplungsmethoden noch

weitergehend charakterisiert werden (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Exemplarische Kopplungsversuche einer neuen thermostabileren Strep-Tactin®XT Variante
(XT*) verglichen mit dem bis dato verwendeten Strep-Tactin®XT an magnetische Beads. Verglichen wurde
der Einfluss verschiedener Kopplungsparamenter wie pH-Wert, Proteinkonzentration und Reaktionstemperatur
auf die Kopplungseffizienz und Ausbeute eines Twin-Strep-getaggten Modellproteins (GFP-TST).
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Abbildung 2: Vergleich der Eluatreinheit verschiedener magnetic bead-Kopplungsansatze bei der
Proteinreinigung von Twin-Strep-getaggtem GFP. In allen Fallen (A-C: Thermostabileres Strep-Tactin®XT;
D: Bislang verwendetes Strep-Tactin®XT) liegt die Reinheit bei 98 bis 99%. Die Kopplung fiihrt also zu
funktionalen magnetischen Beads, die zu einem einheitlichen Produkt nach der Reinigung fiihren. Die
nachfolgende Bestimmung der Ausbeute Uber eine photometrische Messung (NanoDrop) ergibt damit
verlassliche Werte im Hinblick auf die Ausbeute des Zielproteins. Damit kénnen die verschiedenen
Kopplungsmethoden durch die chromatographische und kombiniert photometrische Analyse valide miteinander

verglichen werden.

Im weiteren Verlauf des Projektes konnte ein robustes und reproduzierbares Protokoll fur die

Funktionalisierung von Agarosemagnetpartikeln eines kommerziellen Anbieters entwickelt

werden. Es wurden verschiedene Lots der Strep-Tactin®XT gekoppelten magnetischen Beads
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hergestellt und eine Methode zur Qualitatsbestimmung (Bestimmung der Beladungskapazitat/
Bindungskapazitdit mit Referenzproteinen) entwickelt. Kritische Schritte flr die
Reproduzierbarkeit des Herstellungsprozesses konnten ermittelt werden. Dies waren zum
einen die funktionalisierten magnetischen Beads selbst. Die Anbindung des Strep-Tactin®XT
erfolgt dann Uber eine Aktivierung. Dabei wird zunachst die Funktionalisierung an der Agarose
chemisch aktiviert. Dieser reagiert in der Folge mit den primaren Aminogruppen des zu
koppelnden Proteins, also dem Strep-Tactin®XT. Dabei entsteht eine Amidbindung, die auch
in Proteinen die Verbindung der verschiedenen Aminosauren darstellt. Neben den
magnetischen Beads mit der Carboxyagarose sind auch die Reagenzien firr die chemische
Reaktion, also EDC und NHS kritische Komponenten fiir eine effiziente Anbindung des Strep-

Tactin®XT an die magnetischen Beads.

Die genannten Komponenten, also die Carboxyagarosebeads sowie EDC und NHS werden
vor der Verwendung in unabhangigen Reaktionen getestet, um so die Effizienz der
eigentlichen Kopplungsreaktion zu bestimmen (Eingangs-QC). Dabei konnte bei
verschiedenen Lots der Carboxyagarose, die im Laufe des Jahres fur die Herstellung der
funktionalisierten magnetischen Beads eingesetzt wurden, gezeigt werden, dass eine der
Chargen deutlich schlechtere Ausbeuten an Strep-Tactin®XT beladenen Beads lieferte. Diese
belief sich nur auf 20-30% des Sollwerts von >30 ug/ul Beads. Diese Charge wurde deshalb
nicht in die Fertigung einbezogen, sondern gesperrt und entsorgt. Diese Charge war jedoch
beim Hersteller unauffallig, ggf. lag hier ein Transport- oder Lagerproblem vor, das aber wie
ausgefiihrt durch die Qualitatskontrolle (Eingangs-QC) identifiziert werden konnte. Die
EDC/NHS Reagenzien waren dagegen durchgangig ohne Beanstandung (erflllten in der
chemischen Umsetzung die festgelegten Spezifikationen), wie in Kontrollkopplungen mit
anderen Komponenten gezeigt werden konnte. Somit kann die Herstellung der magnetischen
Beads mit dem stabilen und hochaffinen Strep-Tactin®XT als erfolgreich betrachtet werden,

ebenso wie die etablierte Eingangs-QC.

Die routinemafige Herstellung der magnetischen Beads konnte etabliert werden und die
festgelegten Spezifikationen, gemaf der festgelegten Qualitatskontrollen, kénnen in jeder Lot
erreicht werden. Ebenso wurden entsprechende Formblatter sowohl fur die Herstellung als
auch die Qualitatskontrolle gemafn ISO9001:2015 Standards entwickelt.
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» % Prifprotokoll Erstellt am:
| b a PP-1-3-5090-1 20.09.2024
QC MagStrep beads Seite 1 von 1
Qualitatskontrolle MagStrep Strep-Tactin®XT beads
Getestete Lot:[ 5090- 9018 | Datum:

1) Bestimmung der gekoppelten StrepTactin XTS Menge  3-fach-Bestimmung!
Die gekoppelte Menge StrepTactin an die Beads wird tiber einen BCA Assay an der Festphase ermittelt.
Der Assay wird nach PA-1-3-4090-x durchgefiihrt. Es werden 20 pl Suspension (£ 1ul Beads) eingesetzt.
Es wird eine 3-fach-Bestimmung durchgefiihrt.

Methode QC4090&5090-xxxx_BCA PBS-Lot: CP24-7392
TECAN P-Assay Nr. 098 BCA-Kit (Pierce 23227) Lot: XF351697
Probe: 1 2 3 Durchschnitt Soll oK?
pg/ul Beads| 41,857 43,814 52,495 46,1 Ausbeute > 30 pg Ja

Abbildung 3: Entwurf fiir ein Priifprotokoll fiir magnetische Agarosebeads funktionalisiert mit der
thermostabilen Strep-Tactin®XT Variante.

Darlber hinaus wurden Magnetpartikel von zwei weiteren kommerziellen Anbietern getestet.
Daflr wurden diese mit Strep-Tactin®XT funktionalisiert, um in Anschluss Twin-Strep-getaggte
Modellproteine wie Fab-Fragmente oder Einzeldomanenantikérper (VuH-Fragment/
Nanobody) zu isolieren. Es stellte sich dabei heraus, dass diese magnetischen Beads zum
einen nicht die Reinheit der aktuellen Magnetpartikel der IBA erreichten und zum anderen auch

die Ausbeute deutlich geringer war als unter Verwendung des ,,Gold-Standard“ der IBA.

Verschiedene der hergestellten Lots wurden vom Projektpartner SERATEC zur erfolgreichen
Isolierung von Spermien, gespiked in Referenzlésungen, eingesetzt. SERATEC befasste sich
mit  entsprechenden Serienversuchen, um eine statistische Betrachtung der
Isolierungseffizienz anstellen zu kénnen und eine Aussage zur Untergrenze der
Spermienanzahl in einer Referenzmatrix machen zu kdnnen (Ermittlung der Nachweisgrenze).

Erste Versuche beliefen sich dabei auf eine Isolierungseffizienz von etwa 35%.

Die Isolierung von Spermien aus forensischen Proben erforderte robuste Reagenzien und eine
stabile Interaktion des Liganden mit den Antikdrpern oder Antikdrperfragmenten. Beides ist
durch die Entwicklung der, in diesem Projekt entwickelten, Strep-Tactin®XT-gekoppelten
magnetischen Beads gegeben. Die Ergebnisse der SERATEC zur Nachweisgrenze von
Spermien anhand von Modellproben, in die definierte Spermienmengen gespiked wurden,
sollen in der Folge anhand realer forensischer Proben (zunachst ebenfalls anhand von spiking
Experimenten) nachvollzogen werden. Hier steht im Vordergrund zu ermitteln, ob die
Mindestzahl an Spermien in realen forensischen Proben im Vergleich zu den Untersuchungen
an Modellproben signifikant abweicht, d.h. ggf. die Wiederfindung/Isolierung deutlich niedriger

ist.

Neben der Nutzung dieser Beads fur die Isolierung von Spermien in einem diagnostischen Kit,
kénnen IBA-Kunden die Beads in screening assays bis hin zur large-scale Proteinisolierung

einsetzen. Aus diesem Grund wurde die Reinigung eines Proteins in proof of concept
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Experimenten von einem kleinen Mal3stab, d.h. in einem Eppendorfreaktionsgefaly, bis hin zu
einer 250 ml Flasche durchgeflhrt. Hierfur wurde ein Twin-Strep-getaggter Nanobody (CD45
Nb-TST) in E. coli Lysat gespiked und mit einer definierten Menge der Strep-Tactin®XT
magnetic beads inkubiert. Die Menge der magnetischen Beads wurde mit steigendem
Lysatvolumen entsprechend hochskaliert. Die Reinheit der Eluate wurde im Anschluss mittels
SDS-PAGE bestimmt (Abbildung 4B). Hier zeigte sich, dass, unabhangig von der Gefallgrolie,
alle Eluate hochreines Protein enthielten. Die photometrische Auswertung mittels NanoDrop
zeigte, dass die absoluten Ausbeuten sich wie erwartet unterschieden (Abbildung 4C), in
Relation zum Volumen des eingesetzten Lysates aber keine Unterschiede bestanden
(Abbildung 4D). Somit konnte gezeigt werden, dass sich die hergestellten magnetic beads sehr
gut fur die Verwendung im kleinen Mafistab, wie etwa Screening-Anwendungen, bis hin zur
Reinigung von Proteinen im groflen Malstab (large scale production) eignen. Sowohl bei
Agarose- als auch magnetic bead-basierter Proteinreinigung ist eine Regenerierbarkeit und
damit die Moglichkeit zur Wiederverwendung der verwendeten Matrizes eine essenzielle
Eigenschaft dieser Materialien, da dadurch u.a. Prozesskosten gesenkt werden kdnnen. Aus
diesem Grund wurde die Regeneration der magnetischen Beads untersucht. Hierfir wurden
die Beads flrr eine Proteinreinigung verwendet und nach der Elution mit einer 0.1 M NaOH
Ldsung versehen und fir 2 min inkubiert. AnschlieRend wurden sie mit Proteinreinigungspuffer
aquilibriert und erneut fir eine Proteinreinigung verwendet. Die Proteinausbeuten wurden nach
jedem Reinigungszyklus bestimmt und mit der Ausbeute des ersten Zyklus verglichen. Die
Reinigungseffizienz blieb Uber 10 Regenerationszyklen unverandert (Abbildung 4E). Eine
Wiederverwendbarkeit der Beads konnte somit bestatigt werden. Dies ist fir
forensische/diagnostische Anwendungen zwar weniger von Interesse, steigert allerdings die

Attraktivitat der Beads flr die Anwendung bei Proteinisolationen in verschiedenen Malstaben.

Die hier erzielten Ergebnisse wurde in Form einer Application Note veréffentlicht
(https://www.iba-
lifesciences.com/media/e2/97/87/1715868772/Application Note MagStrep XT Beads-

from_early screening to large scale production-final.pdf?ts=1716464132).
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Abbildung 4: Skalierbarkeit der Proteinreinigung mittels entwickelter Strep-Tactin®XT magnetic beads.
(A) Schematische Darstellung der Skalierung in der Magnetpartikel-basierten Reinigung von Strep-getaggten
Proteinen. So kénnen Strep-getaggte Proteine wie z.B. rekombinant mit dem Strep-tag hergestellte Antikorper
in einem praparativen MafRstab direkt isoliert werden. Dies ist wie unter AP 1.5.2 ausgefihrt auch auf biotinylierte
Antikérper Ubertragbar und erweitert damit den Anwendungsbereich erheblich, auch jenseits der Strep-tag
Technologie. (B) Absolute Ausbeute der Proteinreinigung. Diese steigt mit Erhéhung des Volumens ebenfalls
an. (D) Relative Ausbeute der Proteinreinigung pro ml eingesetzten Lysats. Auch bei gréfieren Volumina bleibt
die Ausbeute gleich. Dies zeigt die problemlose Skalierbarkeit der magnetic bead-basierten Proteinreinigung.
(E) Regeneration der magnetischen Beads mit 0.1 M NaOH. Die Magnetpartikel lassen sich 10-mal
regenerieren, was fir die Anwendung ein wichtiges Kriterium darstellt. Anwender konnen dadurch einen
Okonomischen Prozess entwickeln und durch die Wiederverwendbarkeit der Beads Kosten einsparen. In einer
diagnostischen/forensischen Anwendung steht allerdings der ,single use” im Vordergrund.

Erste Tests zur Herstellung einer weiteren Art von Strep-Tactin®XT gekoppelten magnetischen

Beads, sog. magnetic micro beads, wurden durchgefiihrt und zeigten beim Projektpartner

vielversprechende Ergebnisse bei der Isolierung von Spermienzellen aus Referenzproben.
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Diese sind mit einer grol’e von etwa 3 um zehnfach kleiner als die zuvor entwickelten

magnetischen Beads, was sich positiv auf die Isolation von Zellen auszuwirken scheint.

Fir die in house Magnetbead Produktion wurde mit der Entwicklung eines neuen Typs von
Magnetpartikeln begonnen. Hierfir wurde ein Prozess im 50 g Malistab, mit Eisencitrat als
Ausgangsmaterial, aufgesetzt, wobei die aktuelle Ausbeute an Magnetpartikeln bei ca. 8 g
liegt. Es sind folglich noch Prozessverbesserungen erforderlich, da die angestrebte Ausbeute
signifikant und reproduzierbar Uber 50% liegen sollte, um einen wirtschaftlichen Prozess
etablieren zu kénnen. Die erhaltenen Magnetpartikel wurden eingehender charakterisiert. Die
Grole liegt je nach Reaktionsbedingungen zwischen 6 und 25 um und erreicht damit die
Spezifikation der aktuellen Magnetpartikel, die die IBA verwendet und die bei 25 um liegt. Die
neuen Magnetpartikel zeigen eine bessere Abtrennbarkeit, was sich bei der Isolierung von
Spermien aus forensischen Proben als positive Entwicklung herausstellen kénnte. Diese
neuen Magnetpartikel miissen im nachsten Schritt mit Strep-Tactin®XT funktionalisiert werden,
damit in der Folge Strep-getaggte Proteine gebunden werden kénnen. Als erster Schritt soll
dabei ein Aminosilan eingesetzt werden, das in der Folge mit einer Dicarbonsaure umgesetzt
wird. Dazu werden aktuell verschiedene Dicarbonsauren auf ihre Eignung getestet, da ein
cross-linking der Magnetpartikel vermieden werden muss, um die Aggregation ebendieser zu
verhindern. Ein entsprechendes Protokoll muss entwickelt werden, so dass dann eine freie
COOH-Gruppe zur Umsetzung mit EDC/NHS zur Verfigung steht. Der so generierte aktive
Ester reagiert dann mit freien Aminogruppen im Strep-Tactin®XT und formt eine kovalente
Bindung. Diese Anbindung des Strep-Tactins ist etabliert und somit sollte die extrem wichtige
Bindungstasche zur Bindung Twin-Strep-tag getaggter Proteine wie CD9 Twin-Strep-tag nicht
beeintrachtigt werden und ein funktionales Reagenz zur Isolierung von Spermien zur
Verflgung stehen. Zuklnftige Arbeiten sollen hier zeigen, ob die so hergestellten und
funktionalisierten Magnetpartikel als Alternative zu den Entwickelten Strep-Tactin®XT

magnetischen Agarosebeads darstellen kdnnten.

3.2. AP 1.5.2 Rekombinante Herstellung von Spermien-spezifischen Antikérpern

Hier kam es beim Projektpartner SERATEC zu Verzdgerungen in der Herstellung von
Spermien-spezifischen Antikdrpern, die gemal urspringlicher Planung kurz nach
Projektbeginn vorliegen sollten. Ein erster Kandidat erfiillte nicht die Anforderungen im Hinblick
auf die Spezifitat, ein 2. Kandidat ist aktuell bei der SERATEC in der weiteren Evaluierung. Die
IBA hat jedoch unabhangig von diesem Projekt zwei Reagenzien entwickelt, namentlich CD9
und CD81 Fab-Strep-Molekiile. Diese beiden Molekdle sollten im Hinblick auf die Bindung an
Spermien untersucht werden, da es Literaturdaten dazu gibt, die das Vorkommen der
entsprechenden Antigene auf Spermien beschreiben (s. Abbildung 9; Frolikova et. al. 2018, Int.
J. Mol. Sciences, 19, 1236, doi:10.3390/ijms1904123). Damit standen die Chancen gut, dass
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mit diesen beiden Reagenzien als generische Molekdle in einer friihen Projektphase Protokolle
entwickelt werden kdnnen, um Spermien aus Modellproben und spater aus realen
forensischen Proben isolieren. Zwar kommen die CD9 und CD81 Antigene auch auf
Leukozyten, also weillen Blutkdrperchen, vor, aber im folgenden Detektionsschritt im
mikroskopischen Bild kdénnen Spermien und Leukozyten, die auch in einer
Spermienpraparation (Ejakulat) vorkommen, entsprechend differenziert werden. Dies
erdffnete die zusatzliche Moglichkeit, auch forensische Proben zu analysieren, bei denen
keine Spermien nachgewiesen werden kénnen. Dies ist z.B. dann der Fall, wenn bei einer
tatverdachtigen Person eine Vasektomie durchgefuhrt worden ist. In diesem Fall kénnten
Lymphozyten in der Seminalflissigkeit nachgewiesen werden und wirden eine Zuordnung

ermoglichen.

Es konnte also ein generisches Protokoll zur Isolierung von Spermien Uber Strep-getaggte
Reagenzien (Fab-Strep-Molekiile) mittels der Strep-Tactin®XT  funktionalisierter
Magnetpartikel entwickelt werden, das unabhangig von den klonierten Spermien-spezifischen
Antikérpern war. Damit wéare die spatere Ubertragung auf rekombinant hergestellte Antikdrper
mit dem Strep-tag/TST-tag vermutlich mit einem geringeren experimentellen Aufwand
verbunden und damit schneller mdglich. Ggf. sind diese Reagenzien sogar effizienter im
Hinblick auf die Isolierung von Spermien Uber Strep-Tactin®XT funktionalisierte Magnetpartikel

als die zu entwickelnden rekombinanten Antikorper.

Damit waren dies Produkte, die sowohl in den zu entwickelnden forensischen Kits
(Spermienisolierung und -detektion) als auch fiir die Isolierung von Lymphozyten
(Immunologische Grundlagenforschung) eingesetzt werden kdnnten, was insgesamt einen
positiven Effekt auf die Marktchancen dieser Reagenzien hatte und damit fur die IBA zuklinftig

umsatzrelevant sein konnte.

In diesem Arbeitspaket hat sich die IBA ebenfalls mit der Modifikation von Antikérpern bzw.
Antikdrperfragmenten (u.a. Herceptin, CD31 Fab aber auch BSA und CD56 als generische
Proteine) durch Biotin befasst. Der Strep-tag kdnnte zwar mittels click-Chemie an Proteine und
damit auch an Antikoérper gekoppelt werden, aber trotz intensiver Bemihungen konnte die
Ausbeute an Strep-getaggtem Protein nicht wesentlich Uber 10% gesteigert werden (s. 1.5).
Da Strep-Tactin®XT ein Mutein des Proteins Streptavidin darstellt und somit tGber dessen
Biotinbindetaschen verfiigt, die Biotin mit einer niedrigen Affinitdt als Streptavidin binden,
wurde die Mdglichkeit untersucht, biotinylierte Proteine zu binden und aufzureinigen. Dies bot
eine Interessante Alternative zur Immobilisierung von Strep-getaggten Proteinen, weil damit
nicht mehr nur Strep-getaggte Antikorper mit dem Strep-Tactin®XT gereinigt werden kénnten,
und wiirde den Anwendungsbereich des Strep-Tactin® Portfolios sehr stark erweitern. Sowonhl

die chemische Biotinylierung gereinigter Proteine als auch als in vivo Biotinylierung von
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Proteinen ist eine bei Anwendern weit verbreitete Methode. Es wurde also untersucht, ob
chemisch oder enzymatisch (in vitro oder in vivo) biotinylierte Proteine direkt aus Zelllysat oder
Zellkulturiberstanden Uber Strep-Tactin®XT gecoatete Magnetpartikel oder klassische

Chromatographieresins gereinigt werden koénnen.

In Versuchen chemisch biotinylierte Proteine aufzureinigen wurden 2,8 mg eines Antikérpers,
Herceptin, chemisch biotinyliert und mittels Strep-Tactin®XT 4Flow high capacity Agarose
aufgereinigt. Die Ausbeute der Proteinreinigung betrug hierbei 92% des Proteins. Als
Positivkontrolle wurden 2,8 mg eines Twin-Strep-getaggter Antikorper gegen CD3 (CD3-Ab
TST) auf gleiche Weise gereinigt. Auch hier betrug die Ausbeute 92% (Abbildung 5). Die
Tatsache, dass in den einzelnen Waschschritten fast kein Protein nachgewiesen werden
konnte, deutet darauf hin, dass ein biotinylierter Antikorper so stark an die Strep-Tactin®XT
Matrix binden kann, dass diese Art der Funktionalisierung von Antikérpern auch fir die

Anwendung in diagnostischen Kits geeignet ist.

Tests zur maximalen Bindungskapazitat mit chemisch biotinylietem BSA zeigten, dass die
Strep-Tactin®XT Agarosematrix eine deutlich hthere Bindekapazitat aufweist als Streptavidin-
Produkte anderer Anbieter, die eine nicht-denaturierende Elution, ahnlich zu Strep-Tactin®XT,

ermdglichen (Abbildung 6A, Tabelle 1).

231127 Purification of biotinylated Ab

with Strep-Tactin XT 4Flow HC Column (1ml Resin)
Start: 2,824 mg Herceptin-bictinylated Ab
Control: 2,824 mg CD3-TST Ab

3.0
e= Postive Control (CD3-4b TST)

— Herceptin-ah biotinyt
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Abbildung 5: Reinigung eines biotinylierten Antikérpers (Herceptin) mittels Strep-Tactin®XT high
capacity Agarose. 2,8 mg des biotinylieren Herceptins (schwarz) wurde auf Agarosesaule aufgetragen und
anschlielfend mit 5 Waschschritten unspezifisch gebundenes Protein entfernt. Die anschliefende Elution mit
50 mM Biotin lieferte eine Ausbeute von 92% und war damit vergleichbar mit der Reinigung eines Twin-Strep-
getaggten Antikorpers, hier CD3-Ab-TST (blau).

Fur far die in vivo Biotinylierung wurde das CD56 Antigen als Modell ausgewahlt und mit dem
entsprechenden Biotinylierungs-tag (Avi-tag; Sequenz: GLNDIFEAQKIEWHE) hergestellt.
Dieses wurde, zusammen mit der, fiir die Biotinylierung notwendige, BirA Proteinligase in
MEXi Zellen koexprimiert. Dieses Enzym baut das Biotinmolekil am Lysin-Rest des Avi-tags
ein. Auch die Reinigung verschiedener biotinylierter Proteine aus Zellkulturiiberstand, wie etwa

ein CD56 Antigen und das Modellprotein GFP, zeigte sehr vielversprechende Ergebnisse
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(Abbildung 6B+C). Mittels SDS-PAGE und analytischer Gelfiltration konnte gezeigt werden,
dass die Reinigungen Protein mit sehr hoher Reinheit lieferten, somit also keine unspezifisch
gebundenen Proteine das Eluat verunreinigen. Fir die Verwendung von biotinylierten
Antikérpern oder Antikérperfragmenten in Kombination mit Strep-Tactin®XT in diagnostischen
Kits wurde getestet, wie viel Zeit bendtigt wird, die magnetischen Beads mit dem biotinylierten
Protein zu sattigen. Hierbei zeigte sich, dass die Beads bereits nach 10 min vollstandig
gesattigt waren. Dadurch kdénnen Arbeitsschritte sehr kurzgehalten und eine hohe Effizienz

ermdglicht werden (Abbildung 6D).

Die hier erzielten Ergebnisse wurde in Form einer Application Note veroffentlicht
(https://www.iba-lifesciences.com/media/db/7f/0e/1762786525/Cube_application note%20-
%Z20Purification%200f%20in%20vivo%20biotinylated%20Avi-tag%20proteins%20-
%20final.pdf?ts=1762786525).

Ebenso wurden sie in Form eines Posters auf dem Protein and Antibody Engineering Summit
Europe (PEGS  Europe) 2024 in Barcelona prasentiert (https://www.iba-
lifesciences.com/media/f9/f1/91/1733308644/Poster Purification%200f%20in%20vivo%20bio
tinylated%20proteins%20by%20using%20Strep-TactinXT.pdf?ts=1733308685).
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Abbildung 6: Verwendung von Strep-Tactin®XT zur Reinigung biotinylierter Proteine. (A) Bestimmung der
maximalen Bindekapazitat durch biotinyliertes BSA im Vergleich mit der Bindekapazitat verschiedener
Konkurrenzprodukte. (B) Reinigung eines I6slichen Konstrukts von in vivo biotinylietem CD56 aus
Saugerzellkulturiiberstand. (C) Proteinausbeute in mg pro eingesetzem Liter Zellkulturiiberstand fir in vivo
biotinyliertes CD56 und GFP. (D) Test der Abreicherungseffizienz durch Strep-Tactin®XT funktionalisierte
magnetische Beads, um notwendige Inkubationszeit zu definieren. Bereits nach 10 min sind mehr als 90% der
in Lésung befindlichen Proteine an die Beads gebunden. Dies ermdglicht kurze und effiziente Arbeitsschritte.
Dies ist besonders in Kombination mit empfindlichen Proben, wie etwa bei forensischen Tests, von Wichtigkeit.

Tabelle 1: Vergleich verschiedener im Markt etablierter Resins und Anbieter zur Reinigung biotinylierter
Proteine.

Softlink™ Soft Monomeric Avidin Streptavidin Strep-Tactin®XT
Resin Release Avidin ) . 4Flow® high
. Agarose Mutein Matrix .
Resin capacity
Hersteller Promega Thern_wo Ifl_sher Roche IBA Lifesciences
Scientific
2.5 mg/ml bio-

Bindungskapazitat 4 mg/ml bio-protein 1-2 mg/ml bio-BSA 13 mg/ml bio-BSA

protein (60 kDa)

Damit steht ein Verfahren zur Verflgung, nicht nur Strep-getaggte Fab-Fragmente
rekombinant herzustellen wie z.B. CD9 Fab-Strep bzw. CD81 Fab-Strep, sondern auch neu
rekombinant herzustellende Antikérper kénnen Uber den Weg der in vivo, in vitro oder
chemischen Biotinylierung so modifiziert werden, dass sie an eine Strep-Tactin® Matrix binden,

z.B. Magnetpartikel, die mit Strep-Tactin®XT funktionalisiert sind.
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3.3. AP 1.5.3 Konjugation von Strep-Tactin®XT mit Fluoreszenz-Farbstoffen

Fur die Konjugation von Strep-Tactin®XT mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen hat die
IBA funf Fluoreszenzfarbstoffe ausgewahlt. Neben Phycoerythrin (PE) und Allophycocyanin
(APC), die bei der fluoreszenzbasierten Zellsortierung (FACS) standardmafig verwendet
werden, wurde sich flr die Dyomics Farbstoffe Dy-488, Dy-549 und Dy-649 entschieden, um
so ein breites Farbspektrum abdecken zu kdnnen. Auf diese Weise sollte es erméglicht
werden, dass der Projektpartner SERATEC aus den Farbstoffkonjugaten die Vertreter
auswahlen, die fir mikroskopische Analyse der Spermien nach der magnet-basierten
Isolierung am besten geeignet waren. Diese Farbstoffkonjugate stiinden im Anschluss auch
den anderen Partnern im RUBIN-Netzwerk zur Verfigung. Die IBA fokussiert mit diesen
Farbstoffkonjugaten auf eine breite Anwendung im Feld der Strep-getaggten Proteine und
kann damit auch bisherige Kunden und deren Bedarf bedienen (Vermarktungskonzept Gber

die konkrete, im Projekt verfolgte forensische Anwendung hinaus).

Die Farbstoffe wurden als NHS-Ester fir die Kopplungsreaktion eingesetzt und an Strep-
Tactin®XT gekoppelt. Nicht-gekoppelte Farbstoffe wurden anschlieRend mittels GroRen-
ausschlusschromatographie abgetrennt. Die Evaluierung der Farbstoffkonjugate erfolgte mit
Hilfe von Zelllinien (CHO bzw. HEK), die zuvor mit einem Membran-standigen Protein (CD4)
transfiziert worden waren, das mit dem Twin-Strep-tag ausgestattet ist. Der Twin-Strep-tag ist
auf der Membranaul3enseite exponiert, sodass diese Zellen als Modell fiir die Isolierung von
Spermien herangezogen werden konnten, ohne den Zugang zu diesem Primarmaterial zu
bendtigen. Im Nachfolgenden sind fir die Farbstoffe Dy-488 bzw. Dy-649 exemplarische
Messungen in der Durchflusszytometrie (Abbildung 7) dargestellt, mit denen die
Konzentrationsbereiche bzw. die einzusetzenden Verdinnungen ermittelt werden sollten,
durch die Uber die magnetischen Beads isolierten Spermien aus Modellproben einer
mikroskopischen Analyse unterzogen werden koénnen. Hierbei stellte sich eine 1:5000
Verdlinnung als ausreichend stark heraus, um Zellen effizient zu binden und anzufarben. Fir
die mikroskopische Analyse war dies vom Projektpartner jedoch separat zu testen, da eine
mikroskopische Analyse moglicherweise nicht ganz so sensitiv sein konnte, wie die
durchflusszytometrische Detektion. Aulierdem koénnen sich spater bei realen forensischen
Proben I6sliche Bestandteile in den Proben als stérend erweisen und die Signalintensitat der

Farbstoffe negativ beeinflussen (quenching-Effekte).
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Abbildung 7: Durchflusszytometrische (FACS) Ermittlung einer geeigneten Verdiinnung der Farbstoffkonjugate
Strep-Tactin®XT Dy-488 bzw. Strep-Tactin®XT Dy-649. Fur die mikroskopische Detektion dienen diese Werte
zur Orientierung, missen aber an die abweichenden Bedingungen angepasst werden.

Der Vergleich des Farbstoffs Dy-549 mit dem in der Durchflusszytometrie haufig verwendeten
Farbstoff PE sowie der Vergleich des Farbstoffs Dy-659 mit dem Farbstoff APC, ebenfalls in
der Durchflusszytometrie weit verbreitet, zeigen, dass die Farbintensitat der Farbstoffe PE
bzw. APC deutlich héher (Faktor 10 bis 100) ist als die der entsprechenden Dy-
Farbstoffkonjugate (Abbildung 8). Die Dy-Farbstoffkonjugate bieten andererseits den Vorteil,
dass sie als small molecules so klein sind, dass sie die GesamtgréRe des Konjugats (ca 50
kDa) nicht wesentlich verandern, so dass ggf. Gber eine grofiere Anzahl der Farbstoffkonjugate
pro Flache auf der Zielstruktur (hier Spermien) eine héhere Farbintensitat und damit
Nachweissensitivitat erreicht werden kann. Bei PE und APC handelt es sich im Gegensatz
dazu um fluoreszierende Proteine, die ein Molekulargewicht von 240 kDa (PE) bzw. 80 kDa
(APC) aufweisen. Der Komplex aus Farbstoff und Strep-Tactin®XT wiirde hier also ein
Molekulargewicht von 290 kDa bzw. 130 kDa aufweisen. Zusammengefasst konnte
Herstellung und Evaluierung der verschiedenen Farbstoff-Konjugate erfolgreich

abgeschlossen werden.
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Abbildung 8: Vergleich der Farbstoffe APC, PE, Dy-549 und Dy-649. Linke Bildhalfte — Farbintensitat von PE
im Vergleich zu Dy-549, rechte Bildhalfte — Farbintensitat von APC im Vergleich zu Dy-649. Die Dy-Farbstoffe
haben eine geringere Farbintensitat als die klassischen FACS-Farbstoffe, dabei ist der Unterschied bei Dy-549
ausgepragter als bei Dy-649. Ob FACS-Farbstoffe wie PE bzw. APC in der Mikroskopie fiir die Spermienanalytik
eingesetzt werden kdnnen, muss in Abstimmung mit der SERATEC spezifiziert werden. Hierbei sind vor allem
unspezifische Bindungsereignisse relevant, die bei den hydrophoben Farbstoffen PE bzw. APC (unspezifische
Proteinadsorption) bekannt sind. Die Dy-Farbstoffe sollten eine geringere unspezifische Bindung aufweisen,
haben aber den Nachteil einer geringeren Farbintensitat (bei Dy-649 in geringerem Male) im Vergleich zu PE
oder insbesondere APC.
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Abbildung 9: Linke Bildhalfte - Nachweis von CD9 und CD81 Proteinen auf Maus-Spermien; rechte Bildhalfte -
Nachweis auf humanen Spermien, (polyklonales Kaninchen Serum); aus Frolikova et. al. 2018, Int. J. Mol.
Sciences, 19, 1236, doi:10.3390/ijms19041236.

Fir die serienmalige Produktion der neu entwickelten Dy-Farbstoffkonjugate wurde die
bereits fur die Farbstoffe APC und PE bestehende Qualitatskontrolle Uberarbeitet. Die
urspringliche QC umfasste die Anfarbung von Lymphozyten und deren Nachweis per
Messung in der Durchflusszytometrie (FACS). Die Umstellung erfolge auf ein ELISA-Format,
welches in einer Mikrotiterplatte durchgeflihrt werden kann. Somit kénnen zukinftig alle 5
Farbstoffkonjugate einheitlich per ELISA-QC nachgewiesen werden. Dadurch wurde die QC
effizienter und auch kostengtinstiger gestaltet. Zum einen bendétigt die neue Methode weniger
hands-on Zeit und zum anderen mussen nicht zuvor Lymphozyten aus Blutproben isoliert
werden. Mit den Konjugaten PE- bzw. APC-Strep-Tactin®XT, wurde zunachst eine
Aquivalenzkontrolle vorgenommen. Hierzu wurden sowohl Zellfarbungen mittels FACS als
auch ELISA-Assays evaluiert. Dabei konnte Uber Verdinnungsreihen der verschiedenen

Farbstoffe gezeigt werden, dass die ELISA-Assays im erforderlichen Referenzbereich von 20-
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1500 ng einen linearen Verlauf beschreiben und somit flr die Bestimmung der
Konjugatbeladung geeignet sind. Eine Umstellung der Qualitatskontrolle konnte entsprechend
erfolgreich abgeschlossen werden. Zuklinftig kdnnen somit alle 5 Farbstoffkonjugate (APC,
PE, DY-488, Dy-549 und Dy-649) einheitlich per ELISA-QC nachgewiesen werden. Diese
Anderung wurde abschlieBend noch in Form eines QC-Formblatts, ISO 9001:2015 konform,
finalisiert. Die Strep-Tactin®XT Fluoreszenzfarbstoffkonjugate wurden von der IBA
anschlie®end in verschiedenen Lots hergestellt und erflillten die erfillten die vorgegebenen
Spezifikationen. Der Projektpartner SERATEC konnte die Farbstoffe Strep-Tactin®XT-Dy-488
und -Dy-649 in ersten Tests erfolgreich fir den Spermiennachweis im Fluoreszenzmikroskop

eingesetzen.
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Abbildung 10: Links: Durchflusszytometrische Qualitdtskontrolle von Strep-Tactin Dy-649
Farbstoffkonjugaten. Die positive Zellfraktion ist im oberen rechten Quadranten dargestellt.
Rechts: Exemplarische Darstellung der Etablierung einer ELISA-basierten Qualitiatskontrolle fir die
Strep-Tactin®XT PE- bzw. APC-Farbstoffkonjugate. Die Auswertung der Messdaten zeigt sowohl fiir die
Strep-Tactin®XT PE als auch die APC-Konjugate einen linearen Kurvenverlauf von 23 bis 1500 ng Konjugat/ml,
den relevanten Messbereich.

3.4. AP 1.5.4 Strep-Tactin Multimere mit Farbstoffen in gespikten und realen

forensischen Proben

Des Weiteren befasste sich die IBA mit der Entwicklung von Strep-Tactin®XT Multimeren. Ein
Protokoll fiir die Multimerisierung von Strep-Tactin® (nieder-affinere Variante) konnte bereits
in einer ersten Ausflihrung entwickelt werden. Diese Multimere haben eine hdhere Anzahl an
Valenzen zur Bindung von Strep-getaggten Proteinen und damit auch Fab-Fragmenten wie
den in diesem Projekt wichtigen CD9- bzw. CD81-Fabs. Dadurch kénnen die Zielstrukturen
noch effizienter und mit héherer Affinitdt gebunden werden. Dies kdnnte die Isolierung von
Spermien aus den komplexen realen forensischen Proben noch weiter verbessern und die
Nachweisgrenze steigern, was bei der Umstellung von Modellproben auf reale forensische
Proben zum Tragen komme konnte. Erste Chargen des Strep-Tactin®XT Multimers wurden

nach dem Strep-Tactin® Multimerisierungsprotokoll hergestellt und wurden charakterisiert.
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Reagenzien mit  unterschiedlich hohem  Multimerisierungsgrad  konnten  Uber
chromatographische Trennung fraktioniert werden. Ein beispielhaftes Chromatogramm einer
GroRenausschlusschromatigraphie nach der Multimerisierung von Strep-Tactin® ist in
Abbildung 11 dargestellt.

Praparative SEC von Sam2 Multimerisierung

l‘ F > By

Multimer {hochmolekularer Bereich)

Fraktionen 36-52
mittlerer molekularer Bereich

Niedermolekularer Bereich

Fraktionen 73-92

—
—
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Abbildung 11: Die Abbildung zeigt einen Chromatographielauf zur Fraktionierung des Strep-Tactin®
Multimers nach entsprechender chemischer Multimerisierung. Fir die Entwicklung der Reagenzien im
Projekt wird nur der hochmolekulare Bereich verwendet.

Da die Charakterisierung der Strep-Tactin®XT Multimere keinerlei Verbesserung gegenliber
der normalen Strep-Tactin®XT Konjugate zeigte, wurde dieses Teilprojekt nicht weiterverfolgt

und mit den in 1.5.3.3.3 beschriebenen Konjugaten weiter verfahren.
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Abbildung 12: Affinititsunterschiede zwischen Strep-Tactin® und Strep-Tactin®XT. Die Abbildung zeigt die
anhaltend lange und hohe Bindung von Strep-Tactin®XT an ein Twin-Strep-getaggted Protein. Im Vergleich zeigt
klassisches Strep-Tactin® deutlich kiirzere Verweildauern. Fir die Farbstoffkonjugate bedeutet dies eine bessere
Anbindung und Signalintensitat. Die Umstellung auf das Strep-Tactin®XT hat hier also zu einer deutlichen
Verbesserung der Reagenzien gefihrt.
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3.5. AP1.5.5 Konjugation ausgewahlter Antikérper mit verschiedenen Farbstoffen

Fir dieses Arbeitspaket hatte die IBA in Abstimmung mit der SERATEC verschiedene
Farbstoffe ausgewanhlt, die von ihren spektralen Eigenschaften einen weiten Bereich im
Spektrum abdecken und die dartber hinaus gut im Markt etabliert sind, so dass diese
Farbstoffe im Rahmen einer Marktdiversifizierung auch flr eine ganze Reihe anderer IBA-
Produkte im Bereich Protein- bzw. Zellisolierung zur Anwendung kommen kénnen. Dazu
wurden die unter 1.5.3. beschriebenen Farbstoffkonjugate entwickelt. Um auch generell
Antikorper oder Antikérperfragmente mit Farbstoffen nachweisen zu kénnen, musste ein
Verfahren entwickelt werden, den Strep-tag an diese Molekule koppeln zu kénnen. Die so
Strep-getaggten Antikdrper bzw. Antikdrperfragmente kdnnten dann mit den entwickelten

Strep-Tactin®XT Farbstoffkonjugaten nachgewiesen werden.

Als erster Ansatz einer ubiquitédren Markierung von Antikérpern wurde eine Strategie verfolgt,
bei der Protein A, ein Protein, das an den Fc-Teil von Antikérpern bindet und deshalb
kommerziell und in groRem Stil fir die Reinigung von Antikdrpern eingesetzt wird, mit dem
Strep-tag/Twin-Strep-tag funktionalisiert wird (Abbildung 13). Geplant war das Protein A mittels
click-Chemie mit einem Twin-Strep-tag zu versehen, um dieses anschliefend mit den Strep-
Tactin®XT Farbstoffkonjugaten nachweisen zu konnen. Trotz verschiedener Versuche zur
Anbindung des Twin-Strep-tags (TST) an Protein A war das Ergebnis nicht wie gewtlinscht.
Die eigentliche Verknipfung via click-Reaktion konnte zwar erfolgreich umgesetzt werden,
aber die nachfolgenden Versuche zur Abtrennung des getaggten Protein A von ungetaggten
Protein A waren nicht erfolgreich (Abbildung 13), was vermutlich auf der der Multimerisierung
des Protein A (hohe Hydrophobizitat) durch dessen hohe unspezifischen Bindung beruht.
Folglich lief sich auch wahrscheinlich das nicht umgesetzte TST-Peptid nicht im erforderlichen
Maflie vom Produkt abtrennen. Weder chromatographische Schritte noch der Versuch zur

Abtrennung mittels Dialyse (gewahlter cut-off 20 kDa) waren erfolgreich.
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Abbildung 13: Links: Protein A (fiir die Reinigung mit einem HIS-tag versehen) wurde mit TST-Peptid und
dem Vernetzungsreagenz (DBCO-PEG4-tFP/NHS-Ester) fiir 24h umgesetzt. Proben wurden im Zeitverlauf
entnommen und gelelektrophoretisch analysiert. Es wurden verschiedene Temperaturen und Konzentrationen
des Vernetzungsreagenz eingesetzt, ebenso die oben angefiihrten Zeiten. Die erfolgreiche Umsetzung von
Protein A und TST-Peptid konnte photometrisch nachgewiesen werden (0. Abb., Zunahme OD bei 309 nm, DOL
(degree of labeling): 1, d.h. pro Protein wird im Mittel 1 Molekll TST-Peptid gebunden, entweder an eine der
beiden schweren Ketten oder an eine der beiden leichten Ketten). Die Produktausbeute konnte durch
Optimierung der Ratios aus Protein A und Vernetzungsreagenz auf 76% gesteigert werden, das maximale
Labeling lag bei 8,6 bei einer Ratio von Protein A zu DBCO von 1:10).
Rechts: Versuche zur Reinigung des TST-getaggten Protein A. Das TST-getaggte Protein A wurde Uber
eine Strep-Tactin Saule gereinigt, es zeigte sich jedoch, dass trotz verschiedener Bemiihungen zur Abtrennung
des ungetaggten Protein A bzw. auch des TST-Peptids beide Edukte in den Elutionsfraktionen nach griindlichen
Waschschritten noch vorhanden waren (Reihen Elution 2 bzw. Elution 3, Pfeile markieren neben dem
gewtnschten Produkt, dem Protein A click TST auch nicht getaggtes Protein A und freies TST-Peptid).

Da sich der Ansatz zur Antikérpermarkierung (mit TST-tag flr den nachfolgenden Nachweis
Uber Strep-Tactin®XT Farbstoffkonjugate) mittels Protein A als ubiquitdrem Ansatz als nicht

praktikabel erwies, wurde dieser Ansatz als nicht umzusetzende Variante nicht weiterverfolgt.

In der Folge wurde entschieden, den Weg uber ein direktes Labeling der Antikérper mit dem
TST-Peptid zu gehen. Als Antikérper wurde fir erste Versuche ein kommerzieller Antikérper
ausgewahlt, der vor allem aufgrund seiner therapeutischen Nutzung von Interesse war. Es
handelte sich dabei um Herceptin, ein Antikérper zur Behandlung von Brustkrebs, der als Ziel
die so genannte erbB2 Struktur hat, ein membranstandiger Rezeptor, der bei einem hohen

Anteil an Patientinnen mit Brustkrebs Uberexprimiert wird.

Nach ersten Versuchen wurde jedoch aus verschiedenen Grinden eine Umstellung
beschlossen, da dieser kommerzielle Antikorper als pharmazeutische Formulierung zwar
kommerziell und damit in gleichbleibender Qualitat (zugelassenes Medikament) zur Verfiigung
steht, aber die Galenik nicht bekannt war und damit nicht abzuschatzen war, welchen Einfluss
diese Pufferkomponenten auf die click Reaktion haben wirden. In ersten Untersuchungen
bewegte sich die Effizienz im click labeling fir den Herceptin-Antikdrper im Bereich der

Effizienzen, die zuvor fir die Kopplung des TST-Peptids an Protein A ermittelt werden konnten.
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Stattdessen wurde ein von der IBA selbst entwickelter Antikorper fir die folgenden
Entwicklungsarbeiten benutzt, der den membranstiandigen Rezeptor CD34 (Abbildung 14)
erkennt, der als Stammzellmarker auch von therapeutischem Interesse ist. Aulerdem war
durch die Eigenherstellung die kostenintensive Beschaffung von kommerziellen Antikérpern
obsolet geworden und es konnten zahlreiche Reihenversuche sowie Skalierungen im
Reaktionsprozess eingehend untersucht werden. Der entwickelte Herstellungsprozess liefert

ebenfalls Antikérperchargen hoher und reproduzierbarer Qualitat.

aCD34 Ab
TST-N,
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Abbildung 14: Schematische Darstellung des CD34 Antikorpers sowie der anderen Komponenten in der
click Reaktion (TST-Peptid als Azid/Ns und DBCO-/NHS-Ester, der Uber die Alkinfunktion an das Azid-
TST Peptid koppelt).

Mit Hilfe der in Abbildung 14 dargestellten Reagenzien wurde die click Reaktion fir den CD34
Antikoérper der IBA optimiert, um mit Hilfe des TST-Peptids die ,Eingliederung® in die Strep-tag
Technologie voranzutreiben. Es wurden eine Reihe von Reaktionsbedingungen untersucht,
dazu gehdren unterschiedliche Konzentrationen des Peptids (12,5 — 150 uM entsprechend
Ratios zum CD34 Antikorper von 1:1,2 bis 1:15). Ebenso wurden verschiedene Temperaturen
und Inkubationszeiten evaluiert. Die Reinigung des TST-gelabelten CD34 Antikorpers erfolgte
Uber eine Strep-Tactin®XT 4Flow gravity Sdule. Im Anschluss erfolgte eine Dialyse UN bei der

auch kurzere Dialysezeiten zur Optimierung der Prozesszeiten evaluiert wurden.
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Abbildung 15: Gelelektrophoretische Analyse der click Reaktion bei steigenden TST-Peptid
Konzentrationen respektive steigenden Ratios des TST-Peptids zum CD34 Antikorper. Die Gelanalyse
zeigt, das mit steigender Peptidkonzentration die Ausbeute an geclicktem Antikérper abnimmt; dies liegt daran,
dass die fur die Produktreinigung bendtigten freien Bindestellen fir das TST-Peptid abnehmen, wenn nicht
reagiertes, freies TST-Peptid an diese Stellen bindet, was bei h6heren TST-Peptidkonzentrationen der Fall ist,
das Optimum ist im Bereich von 25 uyM TST-Peptid erreicht (s. roter Kreis um die Produktbande in der
Elutionsfraktion/Spur im Vergleich zu den schwarz umrandeten Produktbanden bei hoheren TS-Peptid-
Konzentrationen). Die Doppelbanden fiir die schwere und leichte Kette des Antikdrpers (denaturierendes Gel)
ergeben sich dadurch, dass es Molekiile gibt, bei denen beide Ketten mit dem Peptid verkoppelt werden konnten
und Molekiile, bei denen nur die eine schwere bzw. entsprechend leichte Kette mit dem Peptid gekoppelt wurden.
Ein Mehrfachlabeling findet offensichtlich bei der gewahlten Ratio aus Antikdrper und Peptid nicht statt.

Da bereits bei 12,5 yM TST-Peptid-Konzentration eine gute Umsetzung/Produktbildung zu
ermitteln  war (Abbildung 14, linker Spuren-Block), wurde flir eine 0©6konomische
Ressourcennutzung fir die Skalierung eine TST-Peptid-Konzentration von ,nur® 10 yM
gewahlt. Weitere Reaktionsbedingungen waren eine Ratio CD34 Antikdrper zu DBCO-Ester
von 1:1,2 und eine Inkubationszeit von 1 h bei RT, eingesetzt wurden 15 mg CD34 Antikérper
in einer Konzentration von 1,5 mg/ml. Im Anschluss erfolgte die Umsetzung mit dem TST-
Peptid entsprechend der in den Voruntersuchungen ermittelten Temperatur- und
Zeitbedingungen in einer Ratio Antikdrper:TST-Peptid von 1:1. Die Produktreinigung erfolgte
zunachst Uber eine Abtrennung von nicht gelabeltem TST-Peptid Uber eine SEC-
Chromatographie. Der Peak mit CD34 Antikorper (der nicht mit dem Peptid umgesetzte Anteil)
und dem TST-getaggten Produkt (CD34 Antikorper mit TST-Peptid) wurde in 21 Fraktionen
aufgefangen und im Anschluss jede Fraktion tber eine Strep-Tactin-XT 4flow gravity Saule
(Affinitatschromatographie fir den TST-getaggten CD34-Antikdrper) mit optimierten
Waschbedingungen und nachfolgender Elution mit BXT-Puffer gereinigt. Im Anschluss erfolgte
eine Dialyse unter den zuvor optimierten Bedingungen. Die Gelanalyse (Abbildung 15) zeigte,
dass die Peptidverunreinigung (nicht reagiertes TST-Peptid) durch die SEC-Chromatographie

erfolgreich und effizient abgetrennt werden konnte.
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Abbildung 16: Gelelektrophoretische Analyse der Affinititschromatographie von TST-getaggtem CD34
Antikorper und Abtrennung von nicht getaggtem CD34 Antikorper. Als Referenz wurde der
Reaktionsansatz aufgetragen, der das ungekoppelte Peptid enthalt, im Vergleich zeigen die weiteren Fraktionen
(Durchfluss, Waschfraktionen und Elutionsfraktionen), dass das nicht verkoppelte Peptid durch die
vorausgegangene SEC (size exclusion Chromatographie) effizient abgetrennt werden konnte. Die aktuellen
Ausbeuten liegen bei ca. 10%, d.h. der Prozess muss hier weiter optimiert werden. Jedoch konnte mit den
bisherigen Untersuchungen der proof-of-concept erfolgreich erbracht werden. Die Ausbeute wurde bestimmt
Uber die Menge an eingesetztem Antikérper fir die click-Reaktion und die Menge an Antikérper nach der
Affinitatsreinigung Uber die Strep-Tactin®XT Chromatographie.

Mit dem nach obigem Protokoll hergestellten TST-Antikdrperkonjugat wurden erste Versuche
zur Anbindung an einen Strep-Tactin®XT funktionalisierten Sensorchip (surface plasmon
Resonanz, SPR: Biacore System) durchgefuhrt. Es konnte eine konzentrationsabhangige
Anbindung des TST-getaggten CD34 Antikérpers an den SPR-Chip nachgewiesen werden
(Abbildung 17), untersucht wurde der Bereich von 3,9nM bis 62,5nM. Im oberen
Konzentrationsbereich war eine Sattigung der Anbindung festzustellen. Somit konnte in dieser
Anwendung die Machbarkeit dieser Funktionalisierungsstrategie flir Antikbrper am Beispiel
des CD34 Antikdrpers nachgewiesen werden. Dies ist somit eine Strategie, ohne
Klonierungsarbeiten einen beliebigen Antikérper durch die click-Anbindung des TST-Peptids

fur die Strep-tag Technologie zuganglich zu machen.
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Abbildung 17: Zunahme der Signalintensitit auf einem Strep-Tactin®XT gecoateten SPR-Chip nach
Anbindung von TST-getaggtem CD34 Antikorper in verschiedenen Konzentrationen von 3,9 bis 62,5 nM.
Eine sukzessive Absattigung des Chips ist zu verzeichnen. In einem Folgeschritt kdnnten jetzt Liganden des
CD34 Antikorpers hinzugefligt und die Interaktion/Affinitat von CD34 Antikérper und Liganden gemessen
werden. Fir eine Optimierung der Anwendung des TST-getaggten Antikdrpers wurde nach dem anfanglich
benutzten TST-Peptid mit einem PEG2 Linker ein Konstrukt mit einem langeren Linker (PEG-8, s. Abbildung 14)
verwendet mit der Absicht, mdgliche negative sterische Effekte in der Anbindung des Antikérpers tber den TST-
tag an den Strep-Tactin-XT funktionalisierten SPR-Chip zu reduzieren. Diese erhdhte Flexibilitat konnte auch fir
nachfolgende Untersuchungen zur Interaktion des Antikdrpers mit moglichen Liganden von Vorteil sein.

Uber den geclickten TST-tag kénnten jetzt auch die Strep-Tactin®XT Farbstoffkonjugate
angebunden werden, um so ein Labeling zu ermdglichen. Das Strep-Tactin®XT
Farbstoffkonjugat ware dann gewissermalen ein generischer sekundarer Antikérper, wobei
sich das Strep-Tactin®XT weitaus kostengtinstiger herstellen lieRe als Antikorper, die in einem
eukaryotischen Expressionssystem hergestellt werden mussten. Es bleibt der Optimierung
dieses click-Prozesses lberlassen, ob hier auch im préaparativen Mal3stab getaggte Proteine,
vornehmlich Antikérper herzustellen waren. Zumindest flr Evaluierungsarbeiten ist dies ein
Angang, ob aber hiermit auch ein kommerziell gangbarer Weg aufgezeigt werden kann,
Proteine mit Fokus auf den Antikérperbereich in einem ,short-cut® an die Strep-tag
Technologie heranzufihren, bleibt zu evaluieren. Dazu misste aber zunachst die Ausbeute
des TST-Peptid:Antikorper-Konjugats signifikant Uber 10% gesteigert werden kdnnen, da das
gesamte Prozedere aus click-Kopplung und SEC sowie Affinitatschromatographie aufwendig
und damit auch zeit- und kostenintensiv ist. Angestrebt ware eine Kopplungseffizienz von 80-
90%.



