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Antikorper-Formate

Unkonventionelle Sekretion von
Nanobodies fur die Virusdetektion

MAGNUS PHILIPP, JOANA CHARLOT POHLENTZ, SIMON WEGMANN,

KERSTIN SCHIPPER

INSTITUT FUR MIKROBIOLOGIE, UNIVERSITAT DUSSELDORF

The fungus Ustilago maydis is a natural producer of diverse com-
pounds with biotechnological relevance. Synthetic biology approaches
have further expanded the portfolio by heterologous molecules like
pharmaceutical proteins. Recently, we engineered U. maydis for the
production of nanobodies directed against the SARS-CoV-2 spike pro-
tein. Applying a chitin-binding carrier, we established nanobody immo-
bilization, paving the way for inexpensive antigen tests based on a

ubiquitous biogenic material.
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B Der Pilz Ustilago maydis ist vorwiegend
bekannt als Erreger des Maisbeulenbrands
(Abb. 1) und lange drehte sich die Forschung
um Grundlagenaspekte, wie Signaltransduk-
tion, Zellbiologie oder die molekularen
Mechanismen der Infektion. Schon in den
frithen 1960er-Jahren wurde jedoch beobach-
tet, dass die Pilzkulturen interessante Sub-
stanzen produzieren. So werden unter Stick-
stoffmangelbedingungen beispielsweise
organische Sduren, wie Itakonat, oder die
Glykolipide Ustilaginsdure und Mannosyle-
rythritol-Lipide synthetisiert, die als Platt-
formchemikalie bzw. als Biotenside genutzt
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werden konnen [1]. Kiirzlich wurde zudem
entdeckt, dass die Pilzzellen unter bestimm-
ten Bedingungen auch mikrobielles Ol
(single cell oil) akkumulieren konnen
(Abb. 1). In den vergangenen Jahren interes-
sierten sich Forscher auf der ganzen Welt
daher zunehmend fiir die Produkte von
U. maydis und verwandten Basidiomyceten,
die nah mit den Hutpilzen verwandt sind.
Wihrend U. maydis als dimorpher Pilz fiir die
Pflanzeninfektion zum Hyphenwachstum
wechselt, kann er in Kultur als Hefe gehalten
werden. Interessanterweise gelten die durch
U. maydis-Infektionen herbeigefiihrten

= Hefe-artiges Wachstum
®= Kurze Generationszeit von 2 Stunden
= Einfache Kultivierung auch im Fermentermalstab
= Hochwertige Genomsequenz
»_;% Ustiaginsaure — m \fielseitige Moglichkeiten der genetischen Manipulatior
= Groltes Spektrum nutzbarer Kohlenstoffquellen
= Breite Palette interessanter (Sekundér)metabolite

= Konventionelle und unkonventionelle Proteinsekretion

A Abb. 1: Ustilago maydis als Produzent biotechnologisch-relevanter Molekiile. A, Der Pilz ist in
der Natur der Erreger des Maisbeulenbrands. B, Im Labor wéchst er als Hefe durch Knospung. C,
In dieser Form ist U. maydis genetisch manipulierbar und kann als Produzent fiir verschiedene

natirlich-vorkommende sowie fiir heterologe Produkte (z. B. Sesquiterpene, heterologe Proteine)

eingesetzt werden.

Tumore in den Maiskolben in Mexiko und
Zentralamerika als Delikatesse. Im Hefesta-
dium sind die Zellen apathogen und lassen
sich sehr gut im Labor kultivieren und gene-
tisch modifizieren. Auch die Anzucht in Bio-
reaktoren ist so problemlos moglich. Ver-
gleichbar mit der Backerhefe Saccharomyces
cerevisiae wachst U. maydis in der Hefeform
unter optimalen Bedingungen mit einer Ver-
dopplungszeit von etwa zwei Stunden. Dies
ist ein groBer Vorteil gegeniiber anderen
,Biotech-Pilzen“, wie den filamentdsen Asco-
myceten (Aspergillus, Neurospora etc.;
Abb. 1). U. maydis ist als langjahriges Modell
der Basidiomyceten genetisch hervorragend
manipulierbar. Stabile Stimme konnen mit-
tels CRISPR-Cas9 oder klassischer homolo-
ger Rekombination generiert werden und
moderne molekulare Werkzeuge wie die
Resistenzkassetten-Riickgewinnung oder die
Nutzung polycistronischer mRNA mithilfe
des 2A-Peptids sind gut etabliert. Dies ermog-
lichte die Entschliisselung der den verschie-
denen Produkten zugrunde liegenden Bio-
synthesewege und forderte neue Ansatze fiir
die Entwicklung potenter Produktionsstam-
me. Weiterhin ist es durch genetisches Engi-
neering auch moglich, Gene fiir (heterologe)
Enzyme einzubringen. So konnen nun bei-
spielsweise Sesquiterpene aus Hutpilzen
oder Pflanzen hergestellt werden (Abb. 1,

(1])-

Synthese heterologer Proteine

U. maydis kann neben der Metabolitensyn-
these auch fiir die Produktion von Proteinen
genutzt werden [1]. Als Pflanzenpathogen
besitzt U. maydis per se gute Fahigkeiten zur
Sekretion von Proteinen, die u. a. fiir die Pro-
liferation in der Pflanze und die Modulation
der pflanzlichen Immunantwort bendétigt
werden. Interessant ist fiir uns aber vorwie-
gend ein spezieller, bislang nur in U. maydis
beschriebener unkonventioneller Sekretions-
weg (Abb. 2): Bei dieser Art des Proteinex-
ports werden die Molekiile nicht wie in Euka-
ryoten tiblich iber das Endomembransystem
sekretiert, sondern iiber alternative Wege.
Im Fall von U. maydis haben wir beobachtet,
dass die Chitinase Cts1 im Verlauf der Tei-
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lung von Hefezellen in die Fragmentierungs-
zone rekrutiert und von dort freigesetzt wird
[2]. Cts1 kann als Exportshuttle fiir heterolo-
ge Proteine verwendet werden, die somit
ebenfalls sekretiert werden. Gegeniiber der
klassischen Sekretion hat dies den Vorteil,
dass die Proteine nicht posttranslational
modifiziert werden, d. h. beispielsweise kei-
ne Zuckerketten iiber N-Glykosylierung
angehangt werden. Auch konnte bislang kei-
ne GroBenlimitierung fiir den Export festge-
stellt werden [3]. Unterschiedliche Proteine
konnten so bereits in funktioneller Form
produziert werden. Dazu zahlen bakterielle
Enzyme oder verschiedene pharmazeutisch-
relevante Antikorper-Formate, wie beispiels-
weise single chain variable fragments (scFv)
oder Antigen-Bindedomanen von Schwere-
Ketten-Antikorpern (Nanobodies).

Produktion von Sars-CoV-2-
Nanobodies

In unserer neuesten Studie haben wir — ins-
piriert durch die Erfahrungen wahrend der
Covid-19-Pandemie - die Produktion von
Nanobodies gegen die Rezeptor-Bindedoma-
ne (RBD) des SARS-CoV-2-Spike-Proteins als
Cts1-Fusionsprotein getestet. Nanobodies
sind kleine alternative Antikorper-Formate,
die sich von Schwere-Ketten-Antikorpern aus
der Familie der Kameliden ableiten (Abb. 3).
Aufgrund ihrer einmaligen Struktur und
10-fach geringerer GroBe kdnnen Nanobo-
dies bei gleicher Bindeeffizienz schneller
generiert und kostengilinstiger produziert
werden als konventionelle monoklonale Anti-
korper. Sie zeichnen sich durch eine hohe
Temperaturstabilitit aus, sind gewebegangig
und konnen sogar die Blut-Hirn-Schranke
iiberwinden [4].

Fiir unsere Studie haben wir unterschied-
liche, bereits beschriebene Nanobodies als
Mono- oder (Hetero)-Dimere in U. maydis
synthetisiert [5, 6] und die besten Produkti-
onsstimme charakterisiert [7]. Die Nanobo-
dy-Cts1-Fusionsproteine waren in der Lage,
die RB-Doméne spezifisch zu binden. Die
Bindeaffinitdt war dabei im nanomolaren
Bereich und vergleichbar mit den publizier-
ten Werten. Neben der Interaktion mit der
RB-Doméne haben unsere Kooperationspart-
ner um Prof. Dr. Heiner Schaal (Institut fiir
Virologie, Universitat Diisseldorf) auch die
Bindung und Neutralisierung des intakten
SARS-CoV-2-Virus durch die Cts1-Nanobody-
Fusionen zeigen konnen (Abb. 3).

Cts1 hydrolysiert als Chitinase kurze
N-Acetylglukosamin-Oligomere, aber keine
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A Abb. 2: Zytokinese-abhangige unkonventionelle Sekretion in Ustilago maydis. Die Pilzzellen tei-
len sich durch Knospung. Zwei nacheinander gebildete Septen trennen Mutter (M)- und Tochter-

zelle (T) und bilden die Fragmentierungszone (FZ) aus. Die Chitinase Cts1 wird in die FZ rekrutiert
und ausgeschleust. Mikroskopische Aufnahmen: griin: Cts 1-Gfp; rot: zytoplasmatisches mCherry.

langeren Polymere [8]. Das Enzym zeigt
auBerdem eine starke Bindung an Chitin-
Oberflachen, wie z. B. magnetische Chitin-
Kiigelchen, ohne diese Strukturen anzugrei-
fen. Um diese Eigenschaften auszunutzen,
haben wir zuséatzlich zu einem herkommli-
chen ELISA-basierten Nachweis der Antigen-
Bindung weiterfiihrende Tests mit Chitin-
Oberflachen durchgefiihrt. So konnten wir
zeigen, dass die in U. maydis produzierten
Nanobodies auf Chitin immobilisiert werden
und so das Antigen ,fischen“ konnen
(Abb. 3). Demnach eignet sich U. maydis fiir
die Produktion von Chitin-immobilisierbaren
diagnostischen Nanobodies. Derzeit sind
jedoch die Ausbeuten des Systems noch nicht
kompetitiv, sodass weitere Optimierungs-
schritte notig sind. Alternativ konnten
zumindest kleine Fusionskonstrukte auch im
bakteriellen Alleskonner Escherichia coli her-
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gestellt werden. Wir streben jedoch in
U. maydis auch eine weitere Multimerisie-
rung der Nanobodies an. So konnen Nanobo-
dies mit neuen Bindeeigenschaften erzeugt
sowie die simultane Bindung unterschiedli-
cher Antigene erzielt werden. Hier konnte
sich die Nutzung der unkonventionellen
Sekretion, bei der wir auch sehr grofe Prote-
ine ausschleusen konnen, als entscheidender
Vorteil erweisen.

Chitin-immobilisierte Nanobodies -
zukiinftige Anwendungen

Die Covid-19-Pandemie hat aufgezeigt, wie
wichtig eine friihzeitige Virusdiagnostik ist.
Die Corona-Schnelltests, laterale flow-tests,
die den Virus beispielsweise in Speichel oder
Nasensekret immunologisch nachweisen
konnen, spielten eine tragende Rolle bei der
Verfolgung der Infektionen. Um fiir die
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A Abb. 3: Nanobody-Immobilisierung auf Chitin. A, Aufbau eines Schwere-Ketten-Antikérpers. B,
Fusionsproteine aus Cts1 (gelb) und Anti-RBD-Nanobodies kdnnen die RBD sowie intakte Viren
binden und detektieren. C, Die Nutzung des Cts1-Shuttles ermdglicht eine Immobilisierung an
Chitinoberflachen. D, Chitin-immobilisierte Nanobody-Cts 1-Fusionsproteine binden quantitativ die

RBD (modifiziert von [7]).
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Zukunft geriistet zu sein, sollten daher neue
Strategien fiir die schnelle Entwicklung von
kostengiinstigen Tests konzipiert werden.
Die Kombination aus Nanobodies, deren Bin-
despezifitdt sich besonders schnell an neue
Antigene anpassen ldsst, und Immobilisie-
rung auf kostengiinstigem Chitin, das z. B. in
Form von Krabbenschalenchitin als Abfall-
produkt anfillt, konnte sich dabei als ein
tragfahiges Konzept herausstellen. Neben
der Verwendung von Chitinpartikeln mit
immobilisierten Nanobody-Fusionsproteinen
in lateralflow-tests, in denen bislang meist
Goldpartikel zur Detektion zum Einsatz kom-
men [9], wéren sogar lab-on-a-chip-Anwen-
dungen denkbar. Auch kénnte die Strategie
der Antigendetektion mittels kostengiinsti-
ger Einmaltests auf andere Lebensbereiche
wie die Landwirtschaft (z. B. Schadlingsfriih-
erkennung) ausgedehnt werden.
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