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Teil I. Kurzbericht

Das hier vorgestellte Projekt ,Protein-Tags zur Reinigung und Immobilisierung an
anorganischen Tragermaterialien® hatte das Ziel, neuartige Tags und deren Tragermaterialien
zu kommerzialisieren. Die Einfihrung solcher Protein-Tags (d.h. kurze Peptidsequenzen, die
an ein Zielprotein fusioniert werden) war ein Meilenstein in der Proteinbiochemie und -
technologie. Tags besitzen spezifische Bindeeigenschaften und ermdglichen so eine einfache
Reinigung des Zielproteins Uber affinitdtschromatografische Verfahren als auch dessen
Immobilisierung an geeignete Tragermaterialien. Letztere Anwendung wird derzeit
zunehmend in den Bereichen Biokatalyse und Protein-Targeting genutzt. In unserer
Arbeitsgruppe wurden Peptide entwickelt, die mit bisher unerreichter Affinitat direkt an
umweltfreundliche anorganische Tragermaterialien binden und als MinTag bezeichnet werden
sollen. Im Rahmen des Projektes sollte eine Weiterentwicklung dieses neuartigen Systems
verfolgt werden, wozu hier (I) die Ausarbeitung als Proteinreinigungsstrategie fur eine
verbraucherfreundliche Anwendung in der Forschung und Industrie erfolgte, und (ll) eine

marktseitige Betrachtung des Vorhabens vorgenommen wurde.
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Teil Il. Eingehende Darstellung

Das Gesamtziel dieses Vorhabens bestand darin, die Kommerzialisierung neuartiger Peptide
(im Folgenden als MinTags bezeichnet) voranzutreiben, die mit bisher unerreichter Affinitat an
verschiedene neuartige Trager binden. Diese Bindung ermdglicht erstmalig die Reinigung von
Proteinen sowie deren Immobilisierung an solchen Tragermaterialien. Das Verfahren birgt fur
bestehende Industrie- und Laborprozesse einen Kostenvorteil (preiswerte Trager) und stellt

eine umweltfreundliche Alternative zu herkdmmlichen Verfahren dar.

Der Arbeitsplan des einjahrigen Projekts basierte auf folgenden Arbeitspaketen (APSs):

AP 1. Prufung neuer Anwendungsgebiete

Ziel dieses APs war es, neue Anwendungsgebiete flir unsere optimierten Tags zu erschlieRen.
Dafir wurde die Bindung eines farbigen Reporterproteins an eine Reihe bisher nicht
untersuchter Trager untersucht, die Uber Absorptionsmessungen einfach nachvollzogen
werden kann Dabei zeigte sich, dass verschiedene getestete eine hochaffine Bindung zu
unseren Tags eingehen, und damit eine Immobilisierung an derartigen Tragern moglich ist,
wodurch der im AP enthaltene Meilenstein MS-1 (,Ein neues Anwendungsfeld gefunden®)
erflllt werden konnte. Damit wurden nun neue Einsatzgebiete u.a. in der Elektro-Biokatalyse
und der regenerativen Medizin erf¢ffnet, fur die eine Interaktion mit den untersuchten

Materialien zwingend notwendig ist.

AP 2. Kommerzialisierung der Protein-Tags

In der Sondierungsphase sollte zudem gezeigt werden, dass die entwickelten MinTag-Peptide
fur verschiedene Anwendungsfelder nutzbar sind. Dazu erfolgte zuerst eine Testung auf die
Nutzbarkeit der MinTags in industriellen Reinigungsverfahren, welche essenziell fir eine
Zusammenarbeit mit unseren Partnern in der Machbarkeitsphase ist. Eine Kommerzialisierung
unserer Tags fur eine Anwendung in Reinigungs- und Immobilisierungsverfahren ist zudem
von deren Prozesseigenschaften abhangig. Diese sollten gegenuber in gangigen Verfahren
genutzten Tags konkurrenzfahig sein und ebenbirtige oder Uberlegene Eigenschaften
besitzen. Daher wurde die Binde- und Elutionsfahigkeit eines getaggten Modellproteins an
einen unserer neuartigen Trager (siehe AP 1) getestet. Das Verfahren wurde mit einer
konventionellen polyhistidin-vermittelten immobilisierten Metallaffinitatschromatorgafie (IMAC)
verglichen, in der hexahistidin-getaggtes Protein verwendet wurde. Es zeigte sich, dass unsere
Tags sehr schnell (£ 2 min) an den getesteten Trager binden. Wie bereits erwéhnt ist die

Bindung hochaffin, und eine Sattigung des Tragermaterials wird bei einer hohen Proteinmenge
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von etwa 160 mg Protein ml* Trager erreicht. Diese dynamische Bindekapazitat ist deutlich
hoher als diejenige des konventionellen IMAC-Materials (~50 - 70 mg Protein ml* Matrix),
hangt aber stark von der Art und KorngroR3e des verwendeten Materials ab. Positiv ist zudem
zu bewerten, dass die Bindung an diesen Tragern kaum durch standardmafig bei der
Proteinproduktion eingesetzte Reagenzien oder veranderte pH-Werte beeinflusst wird.

Nach Optimierung der Bindungs- und Elutionsbedingungen wurde ein Demonstrator-Versuch
zur Reinigung im Batch-Verfahren durchgefuhrt. Dabei wurde die Funktionalitdt des
Verfahrens unter Verwendung des zuvor untersuchten Tragers unter Beweis gestellt. Letzteres
Tragermaterial wurde dann genutzt, um das rekombinant produzierte Modellenzym Formiat-
Dehydrogenase aus Zellextrakten zu reinigen. Der Erfolg des Prozesses wurde anschlieRend
Uber SDS-PAGE nachgewiesen. Neben einer guten Rickgewinnung des Proteins (70 %)
konnte elektrophoretisch homogenes und aktives Enzym aus dem Rohextrakt isoliert werden,
was in einem Schritt bisher mit nur wenigen und oft teuren Methoden der

Affinitatschromatografie (Epitopbindung, IMAC) mdglich war.

AP 3. Kommerzialisierung der Tragermaterialien

Verschiedene von uns gefundene hochaffine Tragermaterialien sind nicht kommerziell
verfligbar, sodass in diesem Arbeitspaket untersucht werden sollte, ob die bisher zur
Herstellung in unserem Labor verwendeten literaturbekannten Herstellungsverfahren durch
kostengiinstigere Methoden ersetzt werden kénnen. Dazu wurden die Synthesebedingungen
fur eines unserer hochaffinen und kommerziell verfigbaren Tragermaterialien, sowie fiir einen
chemisch verwandten aber bisher nicht k&uflich erhaltlicher Trager optimiert. Verbesserte
Bedingungen fir die Synthese und Lagerung dieser Trager wurden durch Variation
verschiedener Parameter (u.a. Art und Menge der Ausgangsstoffe, der zugesetzten Hilfsstoffe
und Puffer) identifiziert. So konnte eine im Vergleich zur urspriinglichen Syntheseroute
kostengiinstigere Produktionsmethode erstellt werden, die die Herstellung hochaffineren
Materials bei nur geringflgig verminderter Ausbeute und verbesserter Umweltvertraglichkeit
ermdglicht. Der Meilenstein MS-2 wurde damit erfiillt.

Basierend auf den erhaltenen Daten wurde eine Berechnung der Herstellungskosten fur die
produzierten Trager erstellt, um die Verkaufsmarge im Rahmen der Marktanalyse zu

bestimmen und die Existenz eines reellen Marktes zu demonstrieren.

Im Vergleich zu gangigen Affinitdtschromatografiesystemen kombiniert das MinTag-System
einzigartige Eigenschaften, die ihn fur breite als auch komplementare Anwendungen in der
Biotechnologie interessant machen (u.a. die Interaktion mit einer Vielzahl verschiedener

Trager, tUber die der Kunde je nach Anwendung unterschiedliche Bindestarken wahlen kann,
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eine hohe und uber einen weiten Temperatur- und pH-Bereich konstante Affinitat und eine
Toleranz gegeniiber den meisten in Reinigungen oder Biokatalysen genutzten biochemischen
Reagenzien (siehe AP 2)) und damit eine Nutzung als Alternativ- und Substitutionsprodukt
ermdglichen. Auf Grund der Eigenschaften des MinTag-Systems beziglich der
Bindekapazitaten kann es vorwiegend als Konkurrenzprodukt zu bestehenden, derzeit den
Markt dominierenden HisTag-Systemen bewertet werden. Allerdings ist das MinTag-System
auf Grund der Nutzung von biologisch inerten Tragermatrizes dem HisTag-System uberlegen,
welches auf der Bindung Uber umwelt- und gesundheitsschadliche Schwermetalle (Ni, Co, Zn)
beruht, die sich im Reinigungsprodukt anreichern und dessen Verwendung vor allem in der
Lebensmittel- und Pharmaindustrie erschweren oder gar verhindern kénnen.

Da das MinTag-System einen bereits bestehenden Markt fir Affinitdtschromatografie-Systeme
adressiert ist bereits ein breites Kundenspektrum vorhanden, welches sich vor allem tber den
industriellen Bereich (groRRtechnische Gewinnung und biokatalytische Anwendung von
Enzymen in der Nahrungs-, Waschmittel- und Pharmaindustrie und in der Tierfiitterung,
Herstellung von Diagnostika und therapeutischer Proteine) und die akademische Forschung
erstreckt. Basierend auf einem kommerziell erworbenen Marktbericht haben wir unserer
Analyse der Marktsituation die globalen Umsétze im Bereich Chromatografie der zum Markt
Proteinreinigung und Proteinisolierung gehdrt und seit 2014 von 1368 Mio. USD bis 2019 auf
1932 Mio. USD gestiegen ist zu Grunde gelegt. Unter Annahme eines gleichbleibend
prognostizierten Wachstums erwarten wir fir das Jahr 2020 ein globales Marktvolumen von
3264 Mio. USD. Die gréRten Absatzmaérkte liegen mit 33 % bzw. 30 % in Nordamerika bzw.
Europa. Dieser Chromatografie-markt unterteilt sich in verschiedene Bereiche (I)
lonenaustausch-Chromatografie, (Il) GréRenausschluss-Chromatografie, (l1I) Hydrophobe /
Hydrophile Interaktions-Chromatografie und (V) Affinitats-chromatografie, zu dem auch das
MinTag-System gezahlt wird. Abbildung 1A zeigt die Marktentwicklung fir Europa im Bereich
Chromatografie und den Teilmarkt Affinitatschromatografie sowie die Wachstumsrate bis
2026. Ausgehend vom globalen Umsatz in 2017 im Bereich Affinitatschromatografie von
279,40 Mio. USD (entspricht 245,87 Mio. €) wurde anhand der Wachstumsrate ein
Marktpotenzial fir Europa (30% vom Weltmarkt) von 91,29 Mio. € in 2020 ermittelt (Abb. 1A,
1B). Fur das den Markt dominierende HisTag-System gehen wir bei einer konservativen
Herangehensweise von einem Marktvolumen von 45,64 Mio. € in 2020 aus, wovon wir mit
unserem MinTag-System mittelfristig einen Marktanteil von 10 % erreichen wollen, was einem

Umsatzvolumen von 4,56 Mio. € entspricht.
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Abbildung 1. Darstellung der Marktsituation und Konkurrenzprodukte. (A) Européischer Markt fur
Chromatografie- (blau) und Affinitdtschromatografie (grin) -Produkte. Die Umsétze wurden mit Hilfe
einer kauflich erworbenen Marktanalyse basierend auf den Wachstumsraten des globalen Marktes (rot)
bestimmt. (B) FUr das MinTag-System errechnete Kenngrof3en, bezogen auf den européaischen Markt
fur Affinitatschromatografie-Produkte mit angestrebtem Marktanteil. (C) MinTag-System im Vergleich zu

prominenten Affinitdtschromatografie-Systemen.

Eine Auswahl der nach unserer Laborerfahrung prominentesten Konkurrenzsysteme ist in
Abb. 1C dargestellt. Allen derzeitig verfigbaren Produkten ist gemein, dass die Bindung der
Tags Uber Liganden gewahrleistet wird, die mit unterschiedlichem Aufwand produziert und an
Kunststoff- oder Hydrogel-Tragermatrizes immobilisiert werden missen. Die Verkaufspreise
werden mafdgeblich durch diese Maodifizierung der Tragermatrix bestimmt. Im Gegensatz dazu
basiert das MinTag-System auf Tragern, die nicht chemisch modifiziert werden missen und
daher kostenguinstig, recyclingfahig und toxikologisch unbedenklich sind, so dass insgesamt
eine deutliche Verringerung verfahrensbedingter Umweltbelastungen gegeben ist. Hier sehen
wir eine hohe Konkurrenzfahigkeit, da der MinTag direkt an das umweltfreundliche

Tragermaterial bindet, wodurch kostensteigernde Modifikationen tberflissig werden.

AP 4. Entwicklung von Antikdrpern

Der im Projekt enthaltene Meilenstein MS-3 (,Verwertungsperspektive fir Produktidee mit
potenziellen Partnern analysiert) zielte auf die Identifizierung von Wirtschaftspartnern in
kommerzialisierungsrelevanten Bereichen ab. Dazu wurden geeignete deutsche KMU-Partner
kontaktiert, die u.a. Proteine herstellen und an unserer Technologie interessiert sind. Auch fur
einen zukunftigen Vertrieb der Tragermaterialien (AP-3, siehe oben) wurde ein KMU-
Firmenpartner fur eine Zusammenarbeit hinsichtlich der Tragerproduktion gewonnen. Speziell
zur Entwicklung von Antikdrpern, die innerhalb immunanalytischer Verfahren genutzt werden

kénnen und so zur direkten Vermarktung unserer Produktidee beitragen, wurde die Firma
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abcam mit Fachwissen in diesem Bereich gewonnen, die neben passenden Konditionen auch
Moglichkeiten einer spateren externen Vermarktung des Antikdrpers bieten.
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