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1. Eingehende Darstellung der Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im 

Einzelnen, mit Gegenüberstellung der vorgegebenen Ziele 

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Arbeitspakete dargestellt, an denen die Universität 

Regensburg (UREG) beteiligt war und mit der Zielvorgabe verglichen: 

 

Arbeitspaket 1: Kick-off 

Zum Start des Projekts wurde ein Kick-off Meeting in Regensburg unter den auf Grund der Corona-

Pandemie bedingten Maßnahmen durchgeführt. Während des Projekts (01.04.2021-31.03.2025) 

wiederum wurden regelmäßig halbjährlich Projektmeetings in Berlin und Regensburg abgehalten und 

die Aktivitäten an den jeweiligen Zentren koordiniert. Zusätzlich wurden aktuelle Projektergebnisse in 

audiovisuellen Meetings, die in einmonatigem Abstand stattfanden, regelmäßig diskutiert. 

Fazit AP1: In AP1 ist die UR-Med und die UR-Bio seinen Anforderungen gemäß Antrag nachgekommen. 

 

Arbeitspaket 2: Beschaffung und Charakterisierung von Biomarkern, korrespondierenden 

Antikörpern und Xenon-Wirtsmolekülen 

Im Rahmen des Arbeitspakets 2 hat die Universität Regensburg (UR, Med) eine umfassende Auswahl 

an Reagenzien – darunter gezielt ausgewählte Antigene und Antikörper – produziert. Ursprünglich 

konzentrierte sich das Sortiment auf HIV-Antigene, wurde jedoch pandemiebedingt um SARS-CoV-2-

Antigene ergänzt. Alle Antigene stammen von Variants of Concern (VoCs) und umfassen diverse HIV-

Antigene sowie verschiedene SARS-CoV-2 Derivate. 

Zusätzlich wurden monoklonale Antikörper oder Derivate davon mit unterschiedlicher Affinität zu 

verschiedenen Antigenen bereitgestellt.  

Des Weiteren wurden für beide Indikationen die zellulären Rezeptoren der viralen 

Oberflächenproteine bereitgestellt. Alle Reagenzien wurden in Säugerzellen rekombinant exprimiert 

und aus dem Zellkulturüberstand gereinigt. Für die meisten Antigene wurden die Bindungsaffinitäten 

gegenüber den monoklonalen Antikörpern oder den natürlichen Rezeptoren bestimmt. Damit steht 

ein gut aufeinander abgestimmtes Sortiment an Antigenen, Antikörpern und Rezeptoren mit 

etablierten biophysikalischen Referenzgrößen für die durch die beteiligten Partner durchzuführenden 

biophysikalischen Untersuchen zur Verfügung. Ergänzend werden die bereits hergestellten Proteine in 

regelmäßigen Abständen (idR. 6 Monate) hinsichtlich Stabilität und Funktionalität mittels ELISA 

requalifiziert.  
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Die UR-Bio hat verschiedene Mutanten des HPr-Proteins (histidine containing protein) von S. carnosus 

in E. coli rekombinant exprimiert und mittels chromatographischer Methoden gereinigt. Die Mutanten 

wurden auf Grund von Hochdruck-NMR-Experimenten analog zur Punktmutante HPr (I14A), in der ein 

Isoleucinrest an der Oberfläche des Proteins durch die kleine Aminosäure Alanin ersetzt wurde, 

designt. Durch diese Mutation entstand eine Kavität, in der Xenon bindet. Der Grundgedanke der 

Mutationen war, dass der Austausch von großen hydrophoben Aminosäuren an der Proteinoberfläche 

(Phe29 und Leu35) von HPr zu Alaninen, um Raum für ein Xenonatom zu schaffen. Ein zusätzliches 

Kriterium war die geringe Druckantwort der Kandidatenaminosäuren in der Hochdruck-NMR-

Spektroskopie, die Information über die Dynamik der Aminosäureumgebung gab. Um den Einfluss der 

Ladung auf die Bildung von Xenonkavitäten zu testen, wurden die positiv geladene Aminosäure Lys28 

und die polare Aminosäure Thr20 in ein Alanin mutiert, die auch eine vernachlässigbare Druckantwort 

lieferten.  Die Analyse der Xenon-NMR-Daten zeigte, dass nur der Ersatz des Leucinrestes eine starke 

Bindungsstelle generiert, während die anderen Mutationen keinen Einfluss auf die Xenonbindung 

haben. 

Ein weiterer Schwerpunkt war die Untersuchung, ob A-Polymere sich durch Xenonbindung 

nachweisen lassen.  A spielt bei der das bei der Entwicklung des Morbus Alzheimer eine 

entscheidende Rolle.  Wir haben aus rekombinanten A-Peptiden vom Menschen und von der Ratte 

Fibrillen zu dieser Untersuchung hergestellt. Die Existenz von Cavitäten, die groß genug sind, um Xe 

binden, hatten wir vorher mit bioinformatischen Methoden vorhergesagt. Wir konnten sie im Projekt 

mit thermischem Xenon nachweisen. 

Fazit AP2: In AP2 wurden von UR-Med qualitätsgesicherte Varianten des SARS-CoV-2 Spike-Proteins, 

sowie der zelluläre Rezeptor und monoklonale Antikörper sowie Antigenbinder zur Verfügung gestellt. 

Für die zweite Indikation wurden Hüllproteine des HI-Virus, spezifische monoklonale Antikörper sowie 

der zelluläre Rezeptor bereitgestellt. UR-Bio konnte Varianten des HPr-Proteins und Aβ-Fibrillen 

generieren, welche als Xe-Wirtsmoleküle dienen können. Dementsprechend wurden die Ziele von AP2 

sowie der Meilenstein M1 vollumfänglich erreicht. 

 

Arbeitspaket 3: Herstellung und Charakterisierung von Biosensoren als Konjugate von Antikörper 

und Wirtmolekül 

In diesem Arbeitspaket wurde der Technologieansatz von MR-BioQuant zur Bestimmung der Antigen-

Antikörper Interaktionen in dem Sinne ausgeweitet, dass die o.g. Interaktion wahlweise für 

Biosensoren mit Xenon-Bindung an das Antigenmolekül oder an den Antikörper gemessen werden 

kann. In einem Proof-of-Principle hat die UR-Med eine modifizierte Variante des SARS-CoV-2 Rezeptor-
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Bindedomäne des Spike Proteins (RBD) hergestellt und gereinigt. Ein Xe-Käfig wurde mittels eines 

Peptidlinkers gekoppelt.  

Im weiteren Verlauf des Projekts wurden alternative Varianten Xe- Cages verwendet. Das Ziel dieser 

Varianten war es, den Einfluss der Linkerlänge und daraus resultierend der Flexibilität des Linkers auf 

die Xe-NMR Analyse zu bestimmen. Wir konnten nach einigen Optimierungszyklen zeigen, dass Analyt 

und Xe-Käfig  sehr effizient gekoppelt werden können.  

Weiterhin haben wir (UR-Med) innerhalb von AP3 begonnen, die Vermessung der Proben in der Xe-

CEST-NMR durch eine spezielle Qualitätskontrolle zu unterstützen. Es zeigte sich, dass bei der Xe-CEST-

NMR bei den Kooperationspartnern der PTB durch das Begasen der Proben mit hyperpolarisiertem Xe-

Gas eine starke Schaumbildung entsteht. Da dieses Verhalten zu unerwünschter Präzipitation von 

Proteinen führt, musste eine Auffangstrategie gefunden werden. Die Schaumbildung konnte dort 

durch Zugabe von „Antifoam“ verhindert werden.  

In einem  ELISA-Ansatz konnten wir zeigen, dass bei niedriger „Antifoam“ Konzentration keine 

negativen Auswirkungen auf die RBD-Interaktionen mit dem natürlichen Rezeptor auftreten. 

Das Team UR-Bio hat die Identität der verschiedenen Cage-Varianten, die für das Projekt synthetisiert 

wurden mit Hilfe der hochauflösenden NMR-Spektroskopie in AP3 validiert. Zusätzlich wurden aus den 

Mutanten des HPr-Proteins und dem Wildtyp-Protein geeignete Proben für die Experimente mit 

hyperpolarisiertem Xenon hergestellt. Diese wurden mit Hilfe der 1H-NMR-Spektroskopie im Hochfeld 

(800 MHz) in Regensburg charakterisiert. In den ersten Experimenten konnte in HPr(I14A) die 

künstliche Xe-Kavität mit hyperpolarisiertem Xenon in Leipzig erfolgreich nachgewiesen werden. Des 

Weiteren konnte die Xe-Bindung von HPr(I14A) auch mit thermischem Xenon mittels einer 

neuentwickelten Detektion von Xe in der Gasphase oberhalb des Proteins nachgewiesen werden. 

Dieses neuentwickelte Messverfahren wurde zum Patent angemeldet (siehe unten). Noch ausstehend 

ist der Nachweis der wahrscheinlichen Xenonbindung in HPr (L35A) mit hyperpolarisiertem Xenon.  

Die erfolgreiche Herstellung der A-Komplexe wurde mit Hilfe der hochauflösenden NMR-

Spektroskopie in Regensburg an 15N-angereichertem A überprüft (siehe AP2). Mit Hilfe der 

Gasphasendetektion konnte die Xe-Bindung in den A-Fibrillen bestätigt werden. CEST-Experimente 

zeigen, dass die A-Fibrillen tatsächlich Xe binden. Damit ist ein wichtiger Schritt auf dem Weg zur 

Detektion und Quantifizierung von A-Fibrillen und A-Plaques in-vitro und in-vivo gemacht, der 

potenziell auch wirtschaftlich wichtig werden kann. Bis Abschluss des Projektes konnte der 

empfindlichere Nachweis mit hyperpolarisiertem Xenon nicht vollständig durchgeführt werden. Erste 

Experimente mit hyperpolarisiertem Xenon wurden bereits in Leipzig durchgeführt. Aus Mangel an 
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Messkapazitäten und der noch ausstehenden Optimierung der experimentellen Bedingungen steht der 

Nachweis der intrinsischen Cavitäten der Fibrillen mit hyperpolarisiertem Xenon noch aus. 

Fazit AP3: Im Rahmen von AP3 konnte UR-Med zeigen, dass ein Biosensor auf Grundlage des viralen 

Oberflächenproteins RBD von SARS-CoV-2 erfolgreich erzeugt wurde. Die Untersuchung verschiedener 

Xe-Fänger zeigte jedoch Unterschiede in der Herstellung unterschiedlich modifizierter Linker. UR-Bio 

konnte den Nachweis der Xe-Bindung von HPr und Aβ-Mutanten zeigen. Dazu wurde ein neues 

Messverfahren entwickelt, welches zum Patent angemeldet wurde.  Dementsprechend ist aus Sicht 

von UR-Med und UR-Bio das AP3 erfolgreich anzusehen. 

 

Arbeitspaket 4:  

Hier war keine Beteiligung von UR-Med oder UR-Bio geplant. 

Fazit AP4: Erfolgreiche Durchführung durch PDB. 

 

Arbeitspaket 5: Quantifizeriung gelöster Biomarker durch Anwendung der Biosensoren als 

Konjugate 

Der Kernaspekt dieses Arbeitspaketes überschnitt sich größtenteils mit Teilen von AP3. Für die 

Demonstration des proof-of-principles der kalibrierfreien Xe-CEST-NMR wurden Proben von 

verschiedenen RBD-Xe-Fänger Varianten an die Kollaborationspartner PTB geschickt. Bei der 

Herstellung der verschiedenen RBD-Xe-Fänger Varianten wurde die Konzentration der Proteine in der 

Lösung mittels in der Fachliteratur gängigen Verfahrens der Spektroskopie bei einer Absorption von 

280 nm und mittels Kolorimetrie (Bradford-Assay) bestimmt. Dabei zeigte sich eine variierende 

nominelle Biosensor-Konzentration, abhängig vom Kopplungsgrad der Xe-Fänger-Variante.  

Die Kooperationspartner von der PTB haben nicht eindeutig die Bindung von experimentellen 

Biomarkern, wie dem löslichen Rezeptor als auch einem monoklonalen Antikörper nachweisen 

können. Der Grund dafür war, dass sich weder die Intensität noch die chemische Verschiebung des 

charakteristischen Xe-CEST-NMR des Biosensors nicht änderte, trotz Zugabe des Biomarkers. Folglich 

war die Quantifizierung der Biomarker-Konzentration über Xe-CEST-NMR nicht möglich. Um dieser 

Herausforderung zu begegnen, wurde die direkte Quantifizierung der gelösten Biomarker verworfen. 

Stattdessen wurden neue RBD-Xe-Fänger Konjugate mit unterschiedlich langen Linkern entwickelt, um 

zu testen, ob eine größere räumliche Nähe des Xe-Fängers zur Bindestelle des Biomarkers die 

Quantifizierbarkeit verbessert. 
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Fazit AP5: In AP5 konnte keine Quantifizierung von Biomarkern mit RBD-Xe-Fänger Biosensoren von 

Seiten der PTB erfolgen. Als Kontingenzstrategie wurde deshalb in AP3 zusätzliche Varianten an RBD-

Xe-Fänger mit unterschiedlicher Linker-Länge generiert, was leider trotzdem nicht zum Erfolg verhalf. 

Diese Varianten konnte die UR-Med mit gängigen Methoden quantifizieren. Demnach wird AP5 aus 

Sicht der UR-Med als partiell erfolgreich betrachtet.  

 

Arbeitspaket 6: Herstellung und Charakterisierung von Biosensoren als AK mit endogener Xenon-

Bindungsstellen 

An der UR-Bio konnten durch die in-silico Analyse von Antikörperstrukturen Xenon-Bindungsstellen 

ausgewiesen werden. Für einen ersten experimentellen Ansatz wurde auf den Standard für 

Antikörperproteine (Referenzsubstanz) zurückgegriffen, der vom National Institute of Standards and 

Technology (NIST) der USA angeboten wird. Eine Interaktion von Xenon mit dem Fab-Fragment und 

dem gesamten Antikörper konnte mit 1H NMR Spektroskopie bei 800 MHz experimentell 

nachgewiesen werden. Eine direkte Bestätigung unter Verwendung hyperpolarisierten Xenons (PTB), 

dass es sich dabei um eine spezifische Xenon-Bindungsstelle handelt, ist nicht gelungen, 

möglicherweise aufgrund zu geringer Affinität des NIST-Antikörpers. Die UR-Med hat initial dem 

Kooperationspartner PTB einen Pool von HIV Env-spezifischen Antikörpern zur Verfügung gestellt 

(siehe AP2), um diesen auf bereits enthaltene Xe-Bindetaschen zu prüfen. Es zeigte sich, dass diese ab 

initio keine endogenen Xe-Bindetaschen enthielten.  

Aufgrund des bislang erfolglosen Nachweise einer nativen endogenen Bindungsstelle in Antikörpern 

sollen neue Bindungstaschen für Xenon in hydrophobem Umfeld von Isoleucinen (Ile) durch eine Ile zu 

Ala (Alanin) Substitution eruiert werden. Ein erstes in-silico Screening nach geeigneten Xenon-

Bindungstaschen an der durch UR-Med bereitgestellten Struktur des HIV Env spezifischen Antikörpers 

b12 erfolgte durch UR-Bio mittels des Programmes Caver. Damit konnten potentielle Xe-Bindetaschen 

(Cavities) postuliert werden und Mutationen vorgeschlagen, um neue endogene Xe-Bindestellen 

gentechnisch einzufügen (Substitution von Ile zu Ala).  

Auf Basis der o.g. bioinformatischen Analysen wurden von der UR-Med 9 Xe-Bindestellen-Varianten 

des b12 Modelantikörpers designt und aufwendig kloniert. Diese Varianten wurden zusammen mit 

dem prototypischen Modelantikörper in HEK293 abgeleiteten Expi293 Suspensionszellen hergestellt 

mittels large scale transienter Transfektion rekombinant exprimiert und die rekombinanten Antikörper 

mittels Affinitätschromatographie gereinigt. Anschließende Qualitätssicherung (SDS-PAGE; ELISA) der 

Antikörper bestätigte, dass die Antikörpervarianten weiterhin mit hoher Affinität an das Antigen 

binden und die Mutationen (Ile zu Ala Substitution) die Antikörpervarianten nicht beschädigten. Diese 

Antikörpervarianten wurden zusammen mit dem prototypischen b12 Antikörper an den 
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Kooperationspartner PTB geschickt, um die endogene Xe-Bindung dieser Varianten zu bestätigen. 

Hierbei zeigten manche der mAk-Varianten im Gegensatz zu dem SARS CoV-2 Antikörper, der bis auf 

eine unterschiedliche variable Domäne identisch ist, im Z-Spektrum ein eindeutiges Xe-Signal. 

Aufgrund dieser Daten wurde davon ausgegangen, dass die Unterschiede zwischen den beiden 

Antikörpern (i) in den unterschiedlichen variablen Bereichen begründet sind.  

Anschließende in-silico Analyse der UR-Bio zeigte, dass der prototypsiche mAk im Vergleich zum 

Referenzantikörper bereits eine endogene Xe-Cavity besitzt, welche durch eine Aminosäure-

Substitution deletiert werden, bzw. in S309 eingeführt werden kann.  

Fazit AP6: In AP6 konnte gezeigt werden, dass endogene Xe-Cavities in einem Modelantikörper 

gentechnisch eingefügt werden können, und die dabei entstandenen Mutanten biotechnologisch 

produzierbar sind.  

 

Arbeitspaket 7: Quantifizierung gelöster Biomarker durch Biosensoren mit endogener Xenon-

Bindestelle, Benchmarking mit konventionellen Verfahren  

Hier war keine Beteiligung von UR-Med oder UR-Bio geplant. 

Fazit AP7: Erfolgreiche Durchführung durch PDB. 

Arbeitspaket 8: Quantifizierung gelöster Biomarker im Niedrigfeld und Demonstration Plattform-

unabhängiger Ergebnisse 

Der Kernaspekt von AP8 lag im Nachweis gelöster Biomarker mithilfe der in AP3 hergestellten 

Biosensoren im Niedrigfeld-NMR, ergänzt durch Vergleichsmessungen im Hochfeld-NMR (AP5). Zur 

Umsetzung stellte die UR-Med den RBD-CrA-Biosensor her, qualitätskontrollierte ihn und bereitete 

geeignete Hyper-CEST-NMR-Proben vor, die an den Kooperationspartner PTB übergeben wurden. Wie 

auch in AP5 konnte dabei keine Interaktion mit den Biomarkern S309 und Ace2 nachgewiesen werden. 

Fazit AP8: In AP8 stellte die UR-Med dem Kooperationspartner PTB qualitätsgeprüfte Proben für 

Niedrigfeld-NMR-Messungen bereit, sodass AP8 aus Sicht der UR-Med als erfolgreich bewertet wird. 

Allerdings konnten die PTB-Messungen mit den hergestellten RBD-Xe-Fänger-Biosensoren keine 

Quantifizierung der Biomarker ergeben. Daher wurde als Kontingenzstrategie das Biosensordesign 

weiter optimiert (siehe AP3). 

 

Arbeitspaket 9: Beschaffung und Charakterisierung der Impfstoffmarker und Biosensoren als 

Konjugate oder endogene Xenon-Binder 
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Arbeitspaket 9 im Kontext von UR-Med ist im Wesentlichen deckungsgleich zu AP3, da von Anfang an 

mit viralen Proteinen mit Impfstoffmarkern gearbeitet wurde und dementsprechend die Konjugation 

von Xe-Fängern (CrA) an relevante virale Antigene (RBD von SARS-CoV-2 Spike) optimiert wurde. 

Passende Impfstoffmarker – der zelluläre Rezeptor Ace2 – sowie ein mAk wurden biotechnologisch 

hergestellt und qualitätskontrolliert (vgl. AP2 und AP3). Ergänzt dazu kamen ausgewählte humane 

Seren als Marker einer erfolgten SARS-CoV-2-Vakzinierung. Die Generierung, Charakterisierung und 

Optimierung der RBD-Xe-Fänger Biosensoren ist in AP2, AP3 und AP5 ausführlich beschrieben. 

Ein weiterer Schwerpunkt von AP9 lag auf der Entwicklung von Varianten des anti-HIV Env 

b12-Antikörpers, die endogene Xe-Bindestellen enthalten (siehe AP6). Hierzu wurde ein 

HIV-Env-Antigen in HEK293-abgeleiteten Expi293-Suspensionszellen rekombinant exprimiert, über 

zwei chromatographische Schritte (Affinitäts- und Größenaustausch-Chromatographie) gereinigt und 

anschließend mit einem großen Panel monoklonaler Antikörper charakterisiert. Die b12-Varianten 

wurden an den Kooperationspartner PTB versandt, um die in den designten Xe-Kavitäten integrierte 

Xenon-Bindung zu evaluieren. Alle mAk wiesen Xenonbindung auf. Dies bestätigt den erfolgreichen 

Einbau der designten Xe-Bindetaschen. Durch Zugabe von HIV-Env wurde bei zwei mAk Varianten eine 

Modulation des Xe-Bindesignals beobachtet. Damit wurde prinzipiell nachgewiesen, dass die mittels 

Punktmutation eingefügte Xe-Bindetasche die Bindung an einen Biomarker (HIV-Env) ermöglicht und 

somit die Quantifizierung von HIV-Env grundsätzlich machbar ist.  

Fazit AP9: In AP9 wurden erfolgreich Biosensoren sowie Impfstoffmarker hergestellt.  Allerdings zeigte 

sich, dass mit dem RBD-Xe-Fänger Biosensor keine Interaktionen mit den Biomarkern Ace2 und einem 

ausgewählten mAk nachweisbar waren. Die mAk basierten Biosensoren mit den designten Xe-

Bindetaschen konnten zwar die Interaktion mit ihrem natürlichen Liganden belegen, jedoch blieb das 

Ziel der referenzunabhängigen Quantifizierung des Biomarkers unerreicht. 

 

Arbeitspaket 10: Affinitätsbestimmung der Biosensoren als Konjugate oder endogene Xenon-

Binder an Impfstoff-Marker 

Im Rahmen dieses Arbeitspakets verfolgte die UR-Med primär das Ziel, mittels konventioneller 

Methoden – vorwiegend ELISA – die Affinität von Biosensoren zu ihren jeweiligen Impfstoff-

Biomarkern zu bestimmen und somit Referenzwerte für NMR-Messungen zu generieren. Dabei zeigte 

sich, dass die RBD-CAGE-Konjugate hinsichtlich ihrer Affinität zu den Impfstoffmarkern vergleichbar 

mit ungekoppeltem RBD waren. In allen Fällen lag die gemessene Affinität im sub-nanomolaren 

Bereich, was darauf schließen lässt, dass die Kopplung des Xe-Fängers weder die Struktur noch die 

Antigenität des RBD verändert – sprich, das RBD blieb vollständig intakt. Zur Ergänzung wurden die 
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Affinitätswerte von ungekoppeltem RBD in Serumproben verschiedener Studienkohorten erhoben, um 

eine Basislinie für weitere NMR-Untersuchungen zur Impfstoff-Biomarker-Affinitätsbestimmung zu 

schaffen.  

Weiterhin hat die UR-Med die mAk Varianten mit designter endogener Xe-Bindestelle im Bezug zu 

ihrer Referenzgröße gemessen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass der Einbau der Xe-Bindestellen in 

die Antikörper keine messbare Änderung in ihrer Affinität an ein ausgewähltes HIV Env Antigen im 

ELISA zeigten. Dabei konnte die Affinität im sub-nanomolaren Bereich gemessen werden. Damit 

lieferte die UR-Med die benötigten Referenzwerte für die NMR Messungen. 

Zur Messung der Affinität von Biosensor und Impfstoff-Biomarker-Interaktion versorgte die UR-Med 

den Kooperationspartner PTB mit den Biosensoren und Surrogate für Impfstoff-Biomarker. Zudem 

wird derzeit über eine Patentanmeldung zur Generierung von Antikörpern mit endogener Xe-

Bindestelle diskutiert, die in den weiteren Verwertungsplan aufgenommen werden soll. 

Fazit AP10: Aus Sicht der UR-Med wurden die Ziele für AP10 erfüllt, da Referenzdaten für die Affinität 

von Biosensoren und Biomarkern generiert wurden und die die Kooperationspartner mit Materialen 

ausgestattet wurden, um diese Interaktion mittels Xe-CEST-NMR zu testen. 

 

Arbeitspaket 11: Affinitätsbestimmung der Biosensoren an Impfstoff-Marker im Niedrigfeld und 

Demonstration Plattform-unabhängiger Ergebnisse 

In Arbeitspaket 11 beschränkte sich die Beteiligung der UR-Med auf die Generierung (siehe oben in 

den Arbeitspaketen 2, 3, 6, 8, 9) und den Versand von Reagenzien an die Kooperationspartner UR-Bio 

und PTB.  

Fazit AP11: In AP11 sind die UR-Med und die UR-Bio seinen Anforderungen gemäß Antrag 

nachgekommen. 

 

Arbeitspaket 12: Vorbereitung der Verwertungsphase 

Ziel dieses Arbeitspaketes war aus Sicht der UR-Med die Veröffentlichung von Publikationen und dem 

Anmelden von Patenten zu Generierung von Biosensoren zur Messung von Impfstoffmarkern mittels 

Xe-CEST-NMR. Bis zum Ende des Projektes wurden die Daten generiert, um mögliche Publikationen 

anzustreben. Dabei war der Fokus auf (i) der Herstellung von Konjugat-Biosensoren und (ii) der 

Herstellung von mAkmit endogener Xe-Bindung. Zum Zeitpunkt des Projektabschlusses waren die 

Manuskripte noch nicht finalisiert. Im Sinne des erweiterten Verwertungsplans wird die Ausarbeitung 
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der Manuskripte im Jahr 2025 abgeschlossen. Vor der Veröffentlichung der wissenschaftlichen 

Arbeiten wird zudem gezielt geprüft, ob die verwendete Herangehensweise zur Generierung der 

Biosensoren patentierbar ist. Das Team der UR-Bio konnte zusätzlich ein neues Messverfahren 

entwickeln (Detektion von Xe-Bindung in der Gasphase), welches auf Grund von seiner potentiellen 

Wertschöpfung und Verwertungsmöglichkeiten zum Patent angemeldet wurde. Es soll, gemäß dem 

Verwertungsplan, die Auslizenzierung an potentielle Abnehmer geprüft werden.  

Die wesentliche Beteiligung in diesem AP durch UR-Med und UR-Bio war die Beihilfe der anderen 

Beteiligten (PTB) zur Präsentation von Forschungsdaten auf Innovationsforen (PTB-news) zur 

Vermittlung von Kontakten zu potentiellen Verwertern der Technologie. Des Weiteren wurde in 

regelmäßigen, monatlichen Meetings die Strategie für Verwertung und Patentierung der Ergebnisse 

diskutiert. Mangels des ultimativen Beweises der MR-Bioquant-Technologie zur Quantifizierung 

und/oder Affinitätsbestimmung von Biomarkern wurde dieses Arbeitspaket nicht final abgeschlossen, 

da bis zum Abschluss des Projekts keine Grundlage für eine Ausgründung generiert wurde.  

Fazit AP12: Das Projekt lieferte aus Sicht der UR-Med und der UR-Bio wissenschaftliches Material für 

mehrere wissenschaftliche Publikationen in Fachzeitschriften mit Haupt-Beteiligung der UR-Med und 

der UR-Bio. Des Weiteren wurde eine Patentanmeldung zu einer neuartigen Messtechnik erteilt. 

Allerdings konnten nicht alle Punkte der Vorhabensbeschreibung aus Sicht der UR-Med und der UR-

Bio vollständig erfüllt werden 

 

2. Wichtigste Positionen des zahlenmäßigen Nachweises 

Bitte hierzu die Anlage ‚Verwendungsnachweis für Zuwendungen auf Ausgabenbasis‘ beachten. 

 

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeit 

Wie unter 1 beschrieben, wurden große Teile des beantragten Teilvorhabens der 

Projektteilnehmenden aus Arbeitsgruppen aus der Universität Regensburg erreicht. Dort, wo 

technische Hürden eine unmittelbare Umsetzung der geplanten Vorhaben verunmöglicht haben, 

konnten wir teilweise Auffangstrategien etablieren. Beispiele dafür waren, unter anderem, die 

Verwendung von „Antifoam“ zur Verringerung des Schäumens der Biosensor-Probe und der damit 

verbundenen Etablierung eines capture-ELISA-basierten Assays um die Stabilität der Proteinstruktur 

nach Inkubation mit dem „Antifoam“-Reagenz nachzuweisen. Ein weiteres Beispiel war die 

Entwicklung der Gasphasendetektion von Xe-Bindung an einen Biosensor. Hier wird der Biosensor auf 

einem festen Träger aufgetragen. Der Nachweis in der Gasphase ist per se empfindlicher als in der 

Lösung. Ein weiterer Vorteil ist, dass eine Löslichkeit des Biosensors keine Beschränkung darstellt. Die 
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Gasphasendetektion kann mit thermischen und hyperpolarisiertem Xenon durchgeführt werden. Die 

dargestellten Arbeiten inklusive der implementierten Auffangstrategien waren / sind allesamt 

notwendig, um die avisierten Ziele zu erreichen.   
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Projekt-Fortschritt UR-Med und UR-Bio: 

 

 

4. Voraussichtlicher Nutzen, Verwertbarkeit des Ergebnisses – auch konkrete Planungen für die 

nähere Zukunft – im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans 

Im Rahmen des Verbundprojektes wurden / werden relevante Ergebnisse erzielt, die sowohl unter 

wissenschaftlichen als auch kommerziellen Aspekten nutzbringend sind. In einigen Fällen zeichnen sich 

auch Möglichkeiten der Verwertung ab. 

4.1 Verwertung von Gasphasendetektion 

Arbeitspakete / Deliverables / Tasks / 

Meilensteine* für Ihr Teilprojekt 
(Numerierung und Bezeichnung 

entsprechend dem Eurostars-Antrag)

*nur sow eit zutreffend

Beginn Ende Beginn Ende

Begründung Maßnahme

Arbeitspaket 1: Kick-Off 1 1 X X

Arbeitspaket 2: Beschaffung und Charakterisierung

von Biomarkern, korrespondierenden Antikörpern 

und Xenon-Wirtsmolekülen

1 3 X X 1 36

Pandemiebedingte 

Verzögerung; zudem 

während des Vorhabens 

zusätzlich ausgewählte 

Komponenten, welche in 

AP2 aufgenommen wurden

Aufholeffekte u.a. über 

kostenneutrale 

Laufzeitverlängerung realisiert

Arbeitspaket 3: Herstellung und Charakterisierung 

von Biosensoren als Konjugate von Antikörper und 

Wirtsmolekül

4 9 X X 4 48

Pandemiebedingte 

Verzögerung, 

unzureichende 

Performance der 

Biosensoren (u.a. 

"Schäumen" der Probe)

Optimierung der 

Kopplungsbedingungen, 

Redesign der Biosensoren 

(unterschiedliche CrA-linker), 

zusätzliche Charakterisierung 

von Antifoam-Effekten; 

kostenneutrale 

Laufzeitverlängerung

Arbeitspaket 5: Quantifizierung gelöster Biomarker 

durch Anwendung der Biosensoren als Konjugate

7 15 X 19 48

Quantifizierung der 

Biosensoren konnte durch 

PTB im hyperCEST-NMR 

nicht erfolgen

Redesign der Biosensoren in 

AP3 und dementsprechend 

Verlängerung von AP3: 

Variation der linker-Längen für 

die Kopplung von CrA

Arbeitspaket 6: Herstellung und Charakterisierung 

von Biosensoren als AK mit endogener Xenon-

Bindungsstelle

10 18 X X 18 48

Verspätete 

Charakterisierung der 

Biosensoren durch PTB, 

dadurch konnte die 

Optimierung der Antikörper 

mit endogener Xe-Bindung 

nicht abgeschlossen 

werden

Kostenneutrale 

Laufzeitverlängerung

Arbeitspaket 8: Quantifizierung gelöster Biomarker 

im Niedrigfeld und Demonstration Plattform-

unabhängiger Ergebnisse 17 29 X X 27 38

Verspätete Bereitstellung 

der Biosensoren an 

Kooperationspartner PTB, 

da initiale Verspätung in 

AP3

Anpassung Pufferbedingungen

Arbeitspaket 9: Beschaffung und Charakterisierung 

der Impfstoff-Marker und Biosensoren als Konjugate 

oder endogene Xenon-Binder

23 29 X X 27 39

Überlappung mit 

AP2/AP3/AP6. 

Kontinuierlicher 

Nachschub von Proben an 

die PTB führten zur 

Verlängerung dieses 

Arbeitspaketes.

Kontinuierliche 

Nachproduktion und 

Upscaling der Produktion von 

Antikörper-Varianten für PTB

Arbeitspaket 10: Affinitätsbestimmung der 

Biosensoren als Konjugate oder endogene Xenon-

Binder an Impfstoff-Marker
29 35 X X 38 45

Verzögerung auf Grund von 

vorheriger Verzögerung der 

übrigen Arbeitspakete. 

Fortführung nach Projektende 

um Verfassen von Publikation 

sicher zu stellen.

Arbeitspaket 11: Affinitätsbestimmung der 

Biosensoren an Impfstoff-Marker im Niedrigfeld und 

Demonstration Plattform-unabhängiger Ergebnisse
30 36 X X 39 45

Verzögerung auf Grund von 

vorheriger Verzögerung der 

übrigen Arbeitspakete. 

Arbeitspaket 12: Vorbereitung der 

Verwertungsphase

1 36 X 1 48

Verzögerung auf Grund von 

vorheriger Verzögerung der 

übrigen Arbeitspakete. AP 

konnte nicht 

abgeschlossen werden, da 

am Ende des Projektes 

kein fertiges Produkt 

vorhanden war. 

Fortführen von AP12 bis 

einschließlich nach 

Projektende damit 

Publikationen verfasst werden 

können.

Bei Abweichung

(Angabe in 

Kalendermonaten)

(Angabe in 

Kalendermonaten)

Projektplan / -fortschritt 

für Ihr Teilprojekt

geplanter/s

b
e
g
o
n
n
e
n
 

a
b
g
s
c
h
lo

s
s
e
n
 /

 

e
rr

e
ic

h
t

planabweichender/s
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Initial konnte die Xe-Bindung von thermischem Xe an HPr nicht mit den etablierten Methoden gezeigt 

werden. Durch Modifikation des Messaufbaus konnte allerdings die Bindung von thermischen Xe an 

HPr und Aβ durch die empfindlichere Messung des Xe in der Gasphase nachgewiesen werden. Dies 

stellt einen gewaltigen Fortschritt dar, da dadurch das Xe nicht immer hyperpolarisiert werden muss 

(oder teures 129-Isotopen-angereichertes Xe verwendet werden muss). Des Weiteren umgeht diese 

Methode die Lösung von Xe in die Probensubstanz und somit potentielle Präzipitation des Biosensors 

durch Schaumbildung. Wir glauben, dass diese Xe-Detektion in der Gasphase eine Messmethode ist, 

welche in der Zukunft Potential hat, wirtschaftlich genutzt zu werden. Deshalb wurde diese Methode 

zum Patent angemeldet. Für eine mögliche Verwertung wird, auch nach Projektende, gemäß dem 

fortgeschriebenen Verwertungsplan nach potentiellen Verwertern gesucht. Die Universität 

Regensburg hat die Rechte an den Regensburger Erfinder zurückgegeben, der sie bei entsprechender 

Beteiligung an den Lizenzgebühren an die PTB übertragen hat.  

4.2 Gezieltes Design von Xe-bindenden Kavitäten in Biomolekülen 

Wie berichtet, gelang es uns, spezifische Xe-bindende Kavitäten in Biomolekülen, darunter HPr, Aβ, 

mAk - zu designen. Diese Ergebnisse stellen eine bedeutende Neuerung im Bereich des Protein-Designs 

dar. Durch die Publikation dieser Daten erhält die Fachgemeinschaft Zugang zu wertvollen 

Erkenntnissen, die als Grundlage für den Entwurf weiterer Xe-basierter Biosensoren dienen können. 

Zudem ermöglicht unser Ansatz, basierend auf der Homologie zu den designten Xe-Kavitäten, die 

Identifizierung neuer Xe-bindender Moleküle in bestehenden Datenbanken – ein Aspekt, der für die 

Grundlagenforschung von besonderem Interesse ist. Ferner können die entwickelten Xe-Kavitäten 

genutzt werden, um den Algorithmus von Vorhersageprogrammen für Kavitäten wie Caver zu 

optimieren und damit die Vorhersage sowie das Design weiterer Xe-bindender Kavitäten zu 

verbessern. Ein verbesserter Algorithmus könnte die Basis für ein patentierbares Programm bilden, 

das als kommerzielle Anwendung auf dem Markt angeboten wird. Im ersten Jahr nach Projektabschluss 

werden wir mögliche Szenarien zur Entwicklung eines solchen Vorhersage- und Designtools evaluieren 

und weitere Fördermittel einwerben, um die prototypische Umsetzung dieser Applikation 

voranzutreiben. 

4.3 Verwertung von Antikörpern mit endogener Xe-Bindung 

Die Detektion von Antikörpern mittels endogener Xe-Bindung stellt eine zentrale Eigenschaft dar – vor 

allem in der medizinischen Bildgebung bietet sie großes Potenzial. Nach Rücksprache mit unserem 

Technology Transfer Office (TTO) und den Patentexperten werden wir, sofern möglich, die Antikörper 

patentieren lassen. Sollte dies nicht umsetzbar sein, behalten wir uns vor, die kodierenden Sequenzen 

als Geschäftsgeheimnis zu behandeln. Eine wichtige Grundvoraussetzung ist, dass sich die endogenen 

Xe-Bindungsstellen auf andere Antikörper übertragen lassen und damit eine universale Plattform für 
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Antikörper-gestützte Bildgebung für z.B. Tumordiagnostik bilden. Zur weiteren Verfolgung dieses 

Ansatzes planen wir, Fördermittel einzuwerben, um langfristig die Basis für eine 

Unternehmensausgründung (Start-up) zu schaffen. Hierbei sollen gezielt Förderprogramme wie GoBio 

oder EXIST zur Anschlussfinanzierung angesprochen werden. Für den klinischen Einsatz unserer 

Technologie ist jedoch eine IVD-Zulassung (CE-Kennzeichnung) beziehungsweise eine Zertifizierung 

gemäß ISO 13485 erforderlich. Daher werden wir zunächst im Zeitraum von bis zu einem Jahr die 

prinzipielle Erreichbarkeit solcher Zertifizierungen evaluieren. In einem Zeitraum von drei bis vier 

Jahren streben wir an, die notwendigen Zertifizierungen zu erlangen, um die klinische Diagnostik 

umzusetzen. 

4.4 Erkenntnisse aus der Proteinkonjugation  

Wir haben mehrere Optimierungen der Protein-CrA Konjugation unternommen. Aufgrund des 

bestehenden „Prior Art“ sind die untersuchten Parameter nicht mehr patentierbar. Im Rahmen einer 

Kommerzialisierung können sie jedoch als Geschäftsgeheimnis geschützt werden. Unabhängig davon 

stellen diese Optimierungen einen erheblichen Mehrwert für die wissenschaftliche Gemeinschaft dar. 

Wir beabsichtigen basierend auf diesen Erfolgen Förderprogramme zur Anschlussfinanzierung (z. B. 

national: DFG, BMBF, Stiftungen; sowie international: EU, BMGF, NIH, Stiftungen) zu akquirieren, um 

den universellen Einsatz nicht-kanonischer Aminosäuren weiter voranzutreiben und als vielseitiges 

Tool für verschiedene Projekte zu etablieren.  

 

5. Während der Durchführung des Vorhabens dem Zuwendungsempfänger bekannt gewordener 

Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen 

Im Verlauf des Forschungsprojekts wurden kontinuierlich die neuesten wissenschaftlichen 

Entwicklungen und Publikationen im Bereich der Xe-bindenden Biosensoren verfolgt – insbesondere 

jene, die auf den Einsatz von „Xe-Käfigen“ oder auf endogene Xe-Bindung setzen. Dazu wurden 

einschlägige Plattformen wie z.B. Pubmed, Google Scholar, EspaceNet, Google Patents etc. verwendet. 

Es wurden weder Veröffentlichungen noch Patentanmeldungen gefunden, die einen vergleichbaren 

Ansatz verfolgen, nämlich virale Oberflächenproteine wie das RBD von SARS-CoV-2 an einen „Xe-Käfig“ 

zu koppeln, um diese als Biosensoren in Hyper-CEST-NMR einzusetzen, oder Xe-Kavitäten in Antikörper 

mittels rationalem Design zu integrieren. 

Während des Projekts erschien eine Publikation von Huang et al. (2025) in der Fachzeitschrift 

Separation and Purification Technology (Elsevier; DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.seppur.2024.128138). In dieser Arbeit wird ein alternativer „Xe-Käfig“ 

vorgestellt, der auf metal-organic frameworks (MOF) basiert. Die Autoren demonstrieren, dass dieser 

https://doi.org/10.1016/j.seppur.2024.128138
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Käfig Xenon selektiv – unabhängig von Krypton – binden kann. Allerdings zeigt die Publikation keine 

dynamischen Xe-Bindungs-Experimente, die für den Einsatz in Hyper-CEST-NMR-Anwendungen 

entscheidend sind. Daher bleibt fraglich, ob der MOF-basierte Ansatz für Hyper-CEST-NMR geeignet ist 

oder ob er an Biomoleküle, wie in unserem Konzept beschrieben, gekoppelt werden kann. Folglich 

stellt diese Veröffentlichung keine Gegenindikation für unser Vorhaben dar.  

Ein weiterer alternativer Xe-Käfig wurde von Komulainen et al. (2023) in der Zeitschrift Cell Reports 

Physical Science (Cell Press Verlag, https://doi.org/10.1016/j.xcrp.2023.101281) vorgestellt. In der 

Publikation werden Resorcinaren-Makrocyclen präsentiert, die mit aliphatischen Kohlenstoffketten 

oder Piperazinen verknüpft sind und als potenzielle Biosensoren dienen. Die vorgestellten Käfige 

demonstrierten ihre Fähigkeit, Xenon zu binden – wie dies durch Hyper-CEST-NMR belegt wurde – und 

stellen somit eine vielversprechende Alternative zu dem hier getesteten Xe-Fänger dar. Allerdings 

wurde der Xe-Käfig ausschließlich in Methanol gelöst. Insgesamt liefert das Paper interessante 

Einblicke in einen alternativen Xe-Käfig, der in weiteren Folgeprojekten adaptiert und gegenüber dem 

hier untersuchten Xe-Fänger getestet werden kann.  

Die Kooperationspartner der PTB haben im Rahmen eines parallel laufenden Konsortiums eine Studie 

veröffentlicht, die zeigt, dass die Kopplung von Xe-Fängern an Cysteine – und damit die Generierung 

von Biosensoren zur Bestimmung von Biomarker-Interaktionen – prinzipiell möglich ist (Schmidt et al. 

2023, doi.org/10.3390/molecules28031424).  

Die oben genannte Studie diente als wichtige Richtlinie, musste jedoch für die spezifischen 

Anforderungen der Impfstoff-Biosensor-Proteine angepasst werden. Dies wurde durch eine weitere 

Publikation von Barbey et al. (2023, doi.org/10.1016/j.ejpb.2023.09.015) im European Journal of 

Pharmaceutics and Biopharmaceutics bestätigt. Dort zeigten die Autoren, dass sich das RBD mittels 

NtCC nach selektiver Reduktion des Cys-Tags spezifisch an Maleimid-funktionalisierte 

Silikananopartikel koppeln lässt. 

 

6. Erfolgte und geplante Veröffentlichungen des Ergebnisses 

Während der Projektlaufzeit wurden bisher keine wissenschaftliche Publikation in Fachzeitschriften 

mit Federführung der Universität Regensburg veröffentlicht. 

Das Projekt hat auf Grundlage der bisherigen Ergebnisse das Potential für drei Publikationen unter 

Federführung der Universität Regensburg. Diese umfassen folgende Themenkomplexe:  

• Generation of a biosensoring antibody with an endogeneous Xenon binding capability to 

measure the interaction with HIV envelope protein using hyperpolarized Xe CEST NMR. [60%] 

https://doi.org/10.1016/j.xcrp.2023.101281
https://doi.org/10.3390/molecules28031424
https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2023.09.015
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• Generation of a SARS-CoV-2 Spike receptor-binding domain derived CrA-conjugate as a 

biosensor for hyper-CEST-NMR [70%] 

• Chemical Exchange Saturation Transfer (CEST) Detection of hyperpolarized 129Xe in the Gas 

Phase 

 


